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1.1. Resumen en castellano 
 
Los hallazgos obtenidos a lo largo del presente trabajo de tesis muestran que el 
sistema del NO, participa como modulador de los parámetros hemodinámicos, de la 
funcionalidad cardíaca y del balance renal de agua ante un estado hipovolémico 
inducido por restricción controlada de agua a largo plazo,  según avanza la edad. Las 
modificaciones en la biodisponibilidad del óxido nítrico (NO) cardiaco y renal, y su 
interacción con las caveolinas, estarían compensando los cambios funcionales y 
estructurales asociados con la edad en estos órganos bajo estrés osmótico. En relación 
al impacto del NO renal sobre la reabsorción tubular de agua, se demuestra que se 
afecta la redistribución de los canales de agua tipo 2 (AQP2) en la médula renal. Esta 
respuesta es dependiente del avance de la edad, y al menos en parte, responsable de la 
menor capacidad de concentrar la orina durante la edad avanzada. Las presentes 
observaciones enfatizan el papel del sistema del NO cardíaco y renal durante un 




1.2. Resumen en inglés 
 
 The results in this investigation project show that nitric oxide system is involved 
in cardiac function modulation and renal balance of water during a hypovolemic state 
induced by a long term water restriction, in young and adult rats. Cardiac and renal 
structural and functional changes induced by osmotic stress would be compensated 
with modifications in NO bioavailability and NOS-caveolin interactions with in these 
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organs. Renal NO system affects AQP2 redistribution along renal medulla resulting in a 
lower capacity of urine concentration in adult rats. These observations emphasize the 
role of cardiac and renal NO system during hidrosaline unbalance induced by water 
restriction during the natural aging process.  
 
 
1.3. Resumen extenso 
 
El estado hipovolémico inducido por deshidratación es una situación clínica que 
puede manifestarse en todas las edades, siendo de alto riesgo en la población de adultos 
mayores. El NO constituye uno de los múltiples factores neurohumorales asociados 
con un desequilibrio hidrosalino, sin embargo, aún no se ha dilucidado totalmente el 
papel que desempeña este sistema, durante un estado hipovolémico inducido por 
restricción de agua. También existe escasa información acerca de la participación de 
proteínas regulatorias, como las caveolinas, en la actividad del sistema del NO cardiaco 
y renal durante un estado de deshidratación. Además, existiría una potencial relación 
entre la acción del sistema del NO y la homeostasis hídrica mediada por los canales de 
AQP2 ante un estrés osmótico y el proceso natural de envejecimiento contribuye al 
desequilibrio homeostático inducido por la restricción de ingesta de líquidos.  
Teniendo en cuenta lo expuesto, el objetivo de este trabajo de tesis fue investigar 
la participación del sistema del NO en las alteraciones cardiaca y renal inducidas por 
restricción controlada de agua a largo plazo según avanza la edad. En un modelo 
experimental en ratas de 2 y 16 meses de edad, se evaluaron: I) parámetros 
hemodinámicos, II) función cardiaca y renal, III) sistema del NO cardiaco y renal, IV) 
niveles proteicos de reguladores negativos; caveolinas en corazón y riñón V) niveles 
proteicos y localización de los canales de agua acuaporinas tipo 2 (AQP2) en médula 
renal interna.  
 
 En el tejido cardiaco se determinaron:  
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1. Diferentes variables biológicas y la función hemodinámica mediante la evaluación de 
la presión arterial sistólica (PAS) y de la frecuencia cardíaca (FC) por método indirecto, 
según avanza la edad. 
2. La función y la mecánica cardíaca mediante ecocardiografía, según avanza la edad. 
3. El sistema del NO cardiaco, según avanza la edad. 
4. Los niveles proteicos de los reguladores negativos; caveolinas, según avanza la edad. 
5. Alteraciones histológicas, según avanza la edad. 
  
Los resultados mostraron que: 
 
 El sistema del NO modula la actividad marcapaso cardíaca ante un estrés osmótico, 
reduciendo la actividad de la NOS en la aurícula derecha según avanza la edad. 
 El aumento del NO ventricular durante un estado de deshidratación grave, contribuye 
en el mantenimiento de la PA adaptando la función cardíaca en nuestro modelo 
experimental.  
 La regulación de la actividad de la NOS cardíaca se debería principalmente a 
modificaciones en los reguladores negativos de la actividad enzimática como las 
caveolinas, y dicho efecto tendría mayor relevancia en los animales adultos.  
 
 
En el tejido renal renal se evaluó:  
 
1. La función renal, en ratas jóvenes y adultas 
2. El sistema del NO medular, en jóvenes y adultas. 
3. Los niveles proteicos de las caveolinas renales, en jóvenes y adultas. 
4. Los canales de agua AQP2. 
 
Los resultados mostraron que: 
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 La reducción del sistema del NO renal modifica la inserción diferencial de los canales 
de agua AQP2 en las células principales del túbulo colector  siendo estos cambios 
dependientes de la edad.  
 La regulación de la actividad de la NOS medular se debería principalmente a 
modificaciones en los reguladores negativos de la actividad enzimática como las 
caveolinas, que tendría más relevancia en la adultez. 
 El descenso del NO medular induciría un aumento de los canales de agua AQP2 
incrementando la inserción de los mismos en la membrana apical  de las células 
principales del túbulo colector en los animales jóvenes. 
 En los animales adultos, la disminución en la actividad del NO medular está asociada 
a un aumento de los canales de agua AQP2 en el citosol de las células principales del 
túbulo colector.  
 
Las evidencias presentadas en este trabajo permiten sugerir que el sistema del 
NO es un factor que participa en las alteraciones cardíaca y renal inducidas por estrés 
osmótico, según avanza la edad. Las modificaciones en la biodisponibilidad del NO 
cardiaco y renal, y su interacción con las caveolinas, estarían  compensando los cambios 
funcionales y estructurales asociados con la edad en estos órganos bajo estrés osmótico. 
En relación al impacto del NO renal sobre la reabsorción tubular de agua, se demuestra  
que se afecta la redistribución de los canales de agua AQP2 en la médula renal. Esta 
respuesta es dependiente del avance de la edad, y al menos en parte, responsable de la 
menor capacidad de concentrar la orina durante la edad avanzada. Las presentes 
observaciones enfatizan el papel del sistema del NO cardíaco y renal durante un 
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     Introducción 









El agua, es indispensable para la vida, ya que forma parte de la constitución de 
las células, de los líquidos/humores orgánicos y del medio extracelular. El agua 
representa el 60 % del peso corporal,  distribuyéndose, un 30-40 % en el espacio 
intracelular, 20 % corresponde al agua extracelular; siendo un 5 % agua intravascular y 
el 15 % restante corresponde al líquido intersticial, extravascular o extracelular. El agua 
es el medio en donde se realizan todas las reacciones metabólicas,  regula la temperatura 
corporal, mantiene la presión osmótica de los líquidos del espacio intracelular y 
extracelular. Además, representa el medio de transporte y excreción de distintas 
sustancias. La cantidad de agua del organismo, disminuye con el avance de la edad, 
puesto que aumenta el tejido graso y disminuye la masa magra. Las necesidades hídricas 
en condiciones normales son de aproximadamente 30 ml / Kg de peso corporal / día, 
como mínimo 1500 ml (Chernof, 1995). 
El organismo cuenta con distintos mecanismos de hidratación; como la sed, la 
ingesta de alimentos y la combustión de los mismos en el organismo. Es así, que en el 
intercambio hídrico, la entrada de agua esta dada por: la ingesta de líquidos de bebida 
de aproximadamente 1500 ml, el agua contenida en los alimentos, aproximadamente 
700 ml, y el agua producida por la combustión de los alimentos, de aproximadamente 
200 ml. Las salidas del intercambio hídrico están representadas por la orina, 
(aproximadamente 800-1500 ml se pierden diariamente),  el agua contenida en las heces 
(100–250 ml) y por último, pérdidas insensibles (600-800 ml), representadas por la piel 
y el tracto respiratorio. 
La hidratación correcta es aquella que representa un balance hídrico equilibrado, 
es decir las ganancias se igualan a las pérdidas de agua. El balance es positivo  cuando 
las ganancias superan a las pérdidas, y negativo cuando las pérdidas superen a las 
ganancias. 













Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), cada día mueren más de 
300.000 personas en el mundo a causa de enfermedades hídricas, mientras que el 80 % 
de las patologías que afectan a la población de los países subdesarrollados, se deben, en 
muchos  casos a la deficiencia en la ingesta de líquido afectando especialmente a los 
niños y a los ancianos (Level and Health World Health Organization, 2003). La referida 
deficiencia de ingesta de líquido tendrá como consecuencia la aparición de un estado 
hipovolémico que puede conducir a un estado de deshidratación, generalmente 




asociado con una deficiente perfusión tisular y con alteraciones cardiovasculares y 
renales, entre otras (Martel MJ y Saaskataoon SK, 2002).  
 
 
3.1.1. Concepto y causas 
 
La deshidratación es definida como la pérdida de líquidos corporales por encima 
del gasto corriente (Silver, 1990). Este estado puede ser causado por la pérdida excesiva 
de líquidos, por no ingerir suficiente agua o por ambas, generándose un desbalance 
entre la ganancia de agua y la pérdida de la misma. 
 
A continuación se detallan las posibles causas: 
 
* Digestivas, en casos de diarrea, vómitos, aspiraciones y fistulas gástricas. El 
agua expulsada generalmente es hipotónica, salvo la del vómito, que es rica en potasio y 
cloro. 
*Transpiración cutánea, debido al aumento de la temperatura. Por el sudor, se 
pierde habitualmente entre 50 y 300 ml de agua al día. El sudor normalmente es 
hipotónico. 
*Pulmonar, en situaciones de fiebre o hipoxia, por el aumento de la frecuencia 
de las respiraciones y la profundidad de las mismas. 
*Renal, en el caso de los lactantes, la inmadurez de los riñones impide una 
regulación completa.  
*Cualquier enfermedad que impida la ingesta adecuada de líquidos (nauseas o 
vómitos) y aquellas que aumentan la eliminación del mismo (diarrea) tienen como 









3.1.2. Tipos de deshidratación  
 
Clasificación: El estado de deshidratación puede depender del porcentaje de 




3.1.2.1. Porcentaje de líquido perdido 
 
a) Deshidratación leve o ligera: pérdidas del 3 al 5 % del peso corporal siendo 
los síntomas escasos, pudiendo nombrar entre ellos, a la sed 
b) Deshidratación moderada: pérdidas del 6 al 9 % del peso corporal, donde 
las manifestaciones clínicas van aumentando su intensidad. 
c) Deshidratación severa: pérdidas del 10 al 15 % del peso corporal, 
representa una situación de urgencia potencialmente mortal. La muerte se produce por 
fallo renal y/o por incapacidad del volumen sanguíneo reducido para circular 
normalmente (Thompson y col, 2008). 
A continuación se detallan los diferentes grados de deshidratación con su 



























Ritmo Cardíaco Normal Normal o aumentado Taquicardia, bradicardia 
en casos graves
Calidad de pulso Normal Normal o aumentado Débil
Respiración Normal Normal o rápida Acelerada o profunda
Lágrimas Presentes Disminuidas Ausentes
Boca y Lengua Húmedas Secas Resecas
Llenado capilar Normal Prolongado Prolongado o mínimo
 




3.1.2.2. Velocidad de pérdida de agua 
 
La gravedad de la deshidratación también dependerá de la velocidad con la que 
se ha perdido el agua: si la pérdida es brusca, los síntomas serán más graves y rápidos, si 
la pérdida es gradual, el organismo tiene más tiempo para activar mecanismos 
compensatorios (Vaquero y col, 2003). 
 
 
3.1.2.3. Pérdida paralela de electrolitos 
 
Según Silver, la pérdida paralela de electrolitos puede desencadenar diferentes 
tipos de deshidratación (Silver y col, 1990). 
 




• Deshidratación isotónica o iso natremica: Se pierden cantidad es 
proporcionales de agua y sodio (130 mmol /L < sodio < 150 mmol/L). Las causas 
posibles entre otras pueden ser: pérdidas gastrointestinales, pérdidas cutáneas (sudor, 
quemaduras) y pérdidas renales. En relación a las pérdidas renales, esta condición 
patológica puede acompañarse de: a) daño estructural renal: insuficiencia renal crónica, 
enfermedad quística medular del riñón, fase diurética de la necrosis tubular aguda, 
nefropatía post-obstructiva; b) sin daño estructural renal: insuficiencia suprarrenal 
crónica, uso de diuréticos, uso de soluciones hipertónicas. 
 
• Deshidratación hipertónica o hipernatrémica: proporcionalmente mayor 
pérdida de agua que de sales (sodio > 150 mmol/L) y se genera deshidratación 
intracelular. Las causas de este tipo de deshidratación son varias, entre ellas: estados 
sépticos graves con fiebre mantenida y mala reposición de agua, coma hiperosmolar, 
diabetes insípida, pacientes con edema cerebral sometidos a hiperventilación y 
deficiente aporte de agua. Pérdida de soluciones hipotónicas: diarreas acuosas, diuresis 
osmótica, diálisis peritoneal con soluciones hipertónicas. 
 
• Deshidratación hipotónica o hiponatrémica: Se pierde proporcionalmente 
más cantidad de sales que agua (sodio< 130 mmol/L). Las causas de este estado pueden 
ser: a) extrarrenales: pérdidas gastrointestinales, vómitos, diarreas, pancreatitis, 
peritonitis, íleo paralítico; b) renales: uso de diuréticos, insuficiencia suprarrenal 
primaria, enfermedad renal con pérdida de sal, acidosis tubular renal proximal. 
 
A continuación se detallan los diferentes tipos de deshidratación según la 










Tabla 2. Pérdida paralela de electrolitos 
Tipo Consecuencias Causas Potenciales
Deshidratación Isotónica - Pérdida isotónica de agua 
y sales del fluido 
extracelular
- No hay traspaso de agua 
desde el fluido intracelular
- Pérdidas de fluido 
gastrointestinal (vómitos, 
diarrea, etc)
- Inadecuada ingesta de 
líquidos y sales
Deshidratación Hipertónica - La pérdida de agua es 
mayor que la pérdida de 
sales 
- Traspaso osmótico de 
agua desde la célula hacia el 
fluido extracelular
- Inadecuada ingesta de 
agua
- Pérdida por sudor
- Diuresis osmótica
- Diuresis terapéutica
Deshidratación Hipotónica - Mayores pérdidas de 
sodio que de agua
- Traspaso osmótico de 
agua desde el fluido 
extracelular hacia el interior 
de la célula
- Pérdidas de sudor u otras 
pérdidas de fluido 
gastrointestinal
- Reemplazo de líquido sin 
sales
 
Adaptado de Grandjean y col, 2003. 
 
 
3.1.3. Deshidratación: factores nerviosos y humorales  
 
El sistema cardiovascular y el manejo renal de agua y sodio están regulados por 
sistemas de control nervioso, fundamentalmente por el sistema nervioso autónomo así 
como también por mecanismos humorales/hormonales. Con respecto a la regulación 
humoral, existen factores vasoconstrictores, tales como ouabaína endógena, 
endotelinas, angiotensina II, catecolaminas, vasopresina (AVP) y vasodilatadores, tales 




como péptidos natriuréticos, bradicininas, prostaglandinas y oxido nítrico (NO), entre 
otros. (Liu y Huang 2008). 
 
Control autonómico: El sistema nervioso responde a la pérdida de volumen 
circulante mediante vasoconstricción simpática. Los barorreceptores de presión en el 
cayado aórtico y senos carotideos responden en forma instantánea a los cambios de PA 
ajustando el tono simpático (Martinez - García y col, 2011). Se produce una 
vasoconstricción arterial en su gran mayoría de los lechos vasculares, pero no es 
uniforme, puesto que se produce una redistribución del flujo sanguíneo. El flujo al 
corazón y al cerebro se mantiene. La capacitancia venosa disminuye, resultando en la 
aceleración del retorno venoso al corazón. Por otro lado, también se observa que 
promueve la regulación metabólica en vasos del corazón y del cerebro, ya que allí se 
evita que se genere vasoconstricción en respuesta a una intensa estimulación 
catecolaminérgica, para poder así mantener el flujo regional (Rossitti, 1995). 
 
Respuesta Hormonal: La hipovolemia causada por deshidratación también 
inicia una respuesta neuroendocrina, cuyo objetivo es maximizar la función cardiaca y 
conservar agua y solutos para mantener el volumen de sangre circulante (Weizman, 
1990).  
 
Vasopresina (AVP): Esta hormona, es también conocida como hormona 
antidiurética. La misma se sintetiza en el hipotálamo y después es transportada a la 
neurohipófisis, donde se almacena hasta que lleguen a dicha estructura impulsos 
nerviosos que estimulen su liberación. El aumento de la osmolaridad plasmática es el 
estímulo principal para su secreción. Los cambios del volumen circulante efectivo 
también son estímulos importantes para la liberación de AVP. Las acciones de la AVP 
se pueden clasificar de manera amplia en osmorreguladoras, vasoactivas y metabólicas. 
La osmorregulación ocurre por reabsorción de agua en los túbulos distales y colectores 
de los riñones, función mediada por canales de agua acuaporina-2 (AQP2) (Tian y cols., 




2006). Las propiedades vasoactivas de la AVP consisten en mediar el aumento de la 
vasoconstricción periférica, especialmente en el lecho visceral. Esta acción tiene 
importancia en la regulación de la presión sanguínea durante el estado hipovolémico y 
en la fisiología de la hipertensión. Las acciones metabólicas de la hormona abarcan la 
estimulación de la glucogenólisis y gluconeogénesis hepáticas. Además, dicha hormona 
suele alterar el metabolismo de los ácidos grasos, disminuyendo las concentraciones 
séricas de cuerpos cetónicos y ácidos grasos no esterificados en situaciones de lesión y 
trauma (Schawrtz, 1990). 
 
Sistema renina-angiotensina: La renina es una enzima proteolítica, generada 
en las células yuxtaglomerulares renales. La renina convierte su sustrato, que se produce 
en el hígado (angiotensinógeno), en angiotensina, que actúa principalmente como 
precursor de la angiotensina II, en un proceso mediado por la enzima convertidora de 
angiotensina, en la circulación pulmonar. Las acciones de la angiotensina II se pueden 
clasificar de manera genérica según sus efectos en el estado hemodinámico, el equilibrio 
hidroelectrolítico, la regulación hormonal y el metabolismo. Es un vasoconstrictor 
potente con acciones hemodinámicas adicionales, como aumento de la frecuencia y 
contractilidad cardíacas y de la permeabilidad vascular. Además, afecta la homeostasis 
hidroelectrolítica por estimulación potente de la síntesis y secreción de aldosterona,  
aumento de la secreción de AVP y participación en la regulación de la sed,  genera 
estimulación de la glucogenólisis y gluconeogénesis hepáticas (Hackenthal y col, 1990). 
  
Aldosterona: es una hormona esteroidea de la familia de los 
mineralocorticoides, producida por la sección externa de la zona glomerular de la 
corteza adrenal en la glándula suprarrenal. Estas células de las glándulas suprarrenales 
sintetizan y secretan aldosterona como respuesta a tres tipos de estímulos: la 
angiotensina II, la adrenocorticotrofina y la hipercalemia. Los dos mecanismos más 
importantes para la secreción de aldosterona después de lesiones están mediados por la 
corticotropina y angiotensina (Uhrenholt y col, 2003). Las acciones principales de la 




aldosterona guardan relación con el metabolismo hidroelectrolítico. En la parte inicial 
de los túbulos contorneados distales, esta hormona aumenta la reabsorción de sodio y 
cloro, mientras que en la parte final de dichos túbulos y la primera porción de los 
túbulos colectores estimula la reabsorción de sodio y secreción de potasio. La 
aldosterona estimula la secreción de protones por las células intercaladas en el túbulo  
colector, regulando los niveles plasmáticos de bicarbonato y su equilibrio ácido-base 
(Brenner, 2004).  
 
Catecolaminas: La síntesis de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) 
pueden constituir la más fundamental de las respuestas hormonales al estrés. Las 
acciones de la adrenalina y noradrenalina se pueden clasificar en metabólicas, 
hemodinámicas o moduladoras. Las acciones metabólicas ejercen una función 
importante en la hiperglucemia inducida por estrés, al aumentar la producción hepática 
de glucosa y disminuir su captación en tejidos periféricos. Las modulaciones 
hormonales que producen las catecolaminas incluyen aumento de renina y hormona 
paratiroidea, inhibición de la secreción de insulina y estimulación de la secreción de 
glucagon. Los efectos hemodinámicos de las catecolaminas incluyen constricción  
venosa y arterial, vasodilatación arterial, y aumento de la contractilidad y 
conductibilidad miocárdica. 
Por otra parte, además de los factores anteriormente mencionados, en la última 
década ha cobrado relevancia otro factor: el sistema del NO, siendo creciente el interés 
de la investigación acerca del papel que desempeña el NO como regulador autócrino, 
paracrino e intracrino de la función cardiovascular (Förstermann y Sessa, 2012) y renal 
(Ortiz y Jeffrey, 2003). En este contexto, se ha descripto que el NO  tendría un 
importante papel en las alteraciones homeostáticas que ocurren durante la 
deshidratación aguda de diferente etiología (Mornagui B y col, 2006; Fellet y col, 2011). Sin 
embargo, es muy poca la información acerca de este sistema y sus efectos en las 
alteraciones cardiovasculares y renales inducidas por restricción controlada de la ingesta 
de líquido. 




3.1.4. Deshidratación y corazón 
 
La restricción de agua reduce los compartimentos intracelulares y extracelulares 
de agua, desencadenando el aumento de la osmolaridad del plasma y disminuyendo el 
volumen intravascular. A pesar de la contracción de volumen de sangre, el organismo 
trata de mantener la presión sanguínea arterial dentro de un rango normal debido a la 
acción de factores hormonales  y/o neurohumorales, previamente descriptos (aumento 
de la actividad del sistema renina- angiotensina periférica (Stocker, 2002), niveles 
circulantes de la AVP (Stricker, 2002), una mayor actividad simpático adrenal) (Scrogin, 
2002). Como resultado de la unión de la angiotensina II a sus receptores de tipo AT 1, 
se genera vasoconstricción para compensar la disminución de PA que generó la 
depleción de volumen. En relación a una mayor actividad simpático adrenal, se observa 
un aumento en los niveles de catecolaminas circulantes (Thornton, 1988), lo que genera a 
traves de su unión con receptores beta 1, un efecto cronotrópico e inotrópico positivo, 
(Scrogin, 2002), y elevada actividad del sistema barorreflejo (Scrogin, 1999). 
  
 
3.1.5. Deshidratación y riñón 
 
El riñón es otro de los órganos vitales cuya perfusión se encuentra severamente 
comprometida durante el estado hipovolémico. Como consecuencia de este estado, se 
altera fundamentalmente la tasa de filtrado glomerular (TFG), y se desencadenan 
mecanismos de regulación intrínsecos y extrínsecos. En relación a los intrínsecos, el 
riñón libera, diferentes sustancias, capaces de modificar el diámetro de las arteriolas 
para de esta manera, recomponer la TFG. A cerca  de los mecanismos extrínsecos, 
jugaría un papel preponderante como modulador del estado hipovolémico, el aumento 
de AVP.   
Por otra parte, diferentes estudios asocian a la deshidratación, con una alteración 
en la expresión de los canales AQP2 modulando el balance hídrico ante la pérdida de 




agua. (Homma, 2002; Sands, 2009; Sands, 2012).  Trabajos recientemente publicados por 
nuestro laboratorio, confirman que la pérdida de volemia, inducida por la pérdida aguda 
de sangre, se encuentra alterada la expresión/tráfico de los canales AQP2, y  este efecto 
es además diferente con el avance de la edad (Fellet, 2008; Arreche, 2008).  
 
 







































3.1.6. Deshidratación y modelos animales experimentales  
 
Existen múltiples estudios en la literatura, donde se realizan restricciones de agua 
de tan solo horas (6, 12, 24, 48 horas). Estos trabajos, son conocidos como "estudios de 
privación”.  
Los “estudios de restricción”, por el contrario, no implican eliminación 
completa del agua de bebida, sino más bien se refieren al acceso de agua controlado 
durante un período prolongado de tiempo. La mayoría de los estudios de este tipo 
utilizan el protocolo de restricción, para reproducir un estado coherente de necesidad 
fisiológica de agua, día a día. Dentro de los estudios de privación de agua, hay autores 
que analizaron, vinculación con el sistema renal. Bealer y cols, entre otros, mostraron 
que, entre otrós parámetros estudiados, alteraciones en el volumen urinario, 
concentración urinaria y en la excreción renal de sodio en modelos experimentales que 
presentaron una privación de agua por 48 hs (Bealer, 1983). Otros investigadores, como 
Marwine y Metzler, han observado también alteraciones de la función renal, pero en un 
modelo  experimental donde se ha utilizado un período de privación de agua por 24 
horas, en otras especies como ovejas y perros (Marwine, 1979; Metzler, 1986). 
Además, es de mencionar que el estudio de diferentes factores involucrados en 
la regulación de la función renal durante el estado hipovolémico de distinta etiología ha 
sido utilizado también  en modelos animales experimentales de restricción de agua. 
Como ejemplo, Herrera y Garvin (2005) estudiaron la producción y el papel del sistema 
de NO renal durante una restricción aguda de agua. Por otro lado, nuestro laboratorio 
cuenta con resultados anteriores en otro modelo experimental de depleción aguda de 
volumen en ratas, a las cuales se les realizó una hemorragia del 20% de la volemia. 
(Balaszczuk,  2006). Por su parte, Gharbi y colaboradores (2003) estudiaron, este estado 
y su vinculación con el sistema corticotrópico, vasopresinérgico y el sistema del NO, en 












El NO es una molécula que químicamente pertenece a la familia de los óxidos 
de nitrógeno. El NO es un radical libre gaseoso, que puede reaccionar bajo condiciones 
que le permitan ganar o perder un electrón para formar el anión nitroxilo (NO-) y el 
catión nitrosonio (NO+), respectivamente.  El principal producto de la autooxidación 
del NO en disolución acuosa es el nitrito (NO2-).  Asimismo, se ha observado que el 
NO puede reaccionar con otro radical libre, el anión superóxido (O2∙-) para producir 
peroxinitrito (ONOO-), éste es uno de los derivados del NO más activo que se conoce 
y es un metabolito altamente oxidante que modifica la estructura y función de las 
proteínas. 
A pesar de su simplicidad molecular, el NO actúa como un agente biológico en 
innumerables procesos fisiopatológicos, incluyendo la relajación vascular dependiente 
del endotelio, la comunicación química en la unión neuromuscular, la agregación 
plaquetaria, la respuesta inmune, y la neurotransmisión entre otros.  
 
 
3.2.2 Biosíntesis del óxido nítrico 
 
La biosíntesis del NO en mamíferos está catalizada por la oxidación enzimática 
del aminoácido L-arginina a L-citrulina, siendo el NO un subproducto de esta reacción, 
la cual es catalizada principalmente por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) (Figura 









Figura 1. Biosíntesis del óxido nítrico 
 
Adaptado de Stuehr, 2005 
 
La L-citrulina se encuentra circulando en la sangre a concentraciones que oscilan 
entre 60 a 80 μM. La reacción representada (Figura 1) involucra una serie de reacciones 
complejas de intercambio electrónico para la obtención de NO. Por otra parte, cabe 
señalar que tal biosíntesis requiere como cofactores: (1) el complejo Ca2+-calmodulina 
(CaM), (2) la tetrahidrobiopterina (H4B), (3) el grupo hemo, (4) el flavín 
mononucleótido (FMN) y (5) el flavín adenín dinucleótido (FAD).  
Es generalmente aceptado que las NOS son flavo-hemoproteínas, de las cuales, 
se han identificado 3 isoformas principales, nombradas en función del tejido del cual 
fueron aisladas y purificadas: neuronal (nNOS o NOS-1), inducible (iNOS o NOS-2) y 
endotelial (eNOS o NOS-3). Todas las isoformas muestran una identidad del 50 al 60% 
en sus secuencias de aminoácidos. Cada isoforma es codificada por genes separados y 
se encuentran compartamentalizadas. 
La nNOS y la eNOS son isoformas constitutivas y son activadas por el complejo 
Ca2+/calmodulina, siendo la actividad de la isoforma inducible independiente de este 
mecanismo. Además, es de mencionar que la actividad de la nNOS se encuentra 
regulada fundamentalmente por la concentración de Ca2+ intracelular (Hirooka y cols., 
2011). La expresión de la iNOS es estimulada por la liberación endógena de diferentes 
citoquinas proinflamatorias y/o endotoxinas (Kibbe y cols., 2006). Varios autores han 




postulado mecanismos adicionales de regulación de las tres isoformas de la  NOS tales 
como: a) variaciones de la disponibilidad del sustrato L-arginina y/o de cofactores 
como la NADPH,  b) inhibición de la actividad de la NOS por un mecanismo de 
retroalimentación negativa mediante la unión del NO al grupo hemo de la NOS de 
forma reversible y c) presencia en varias especies de una proteína inhibidora de la NOS 
(PIN) que al unirse a la enzima impide su dimerización, inhibiendo de esta manera su 
actividad (Gkaliagkousi y cols., 2007). En la Tabla 3 se resume la localización, estructura, 


























Tabla 3. Aspectos diferenciales de las tres isoformas de la NOS 
nNOS iNOS eNOS
Denominación NOS neuronal  o tipo 1 NOS inducible o tipo 2 NOS endotelial o tipo 3







26exones - 25 intrones, 
37 kpb
Cromosoma 7, 
26exones- 25 intrones, 
21-22 kpb
Localización Citosólica Citosólica
(unida a proteínas de 
membrana por el 
extremo N-terminal o 
por dominios PDZ)
Citosólica
(unida a caveolinas de 




Aminoácidos 1434 aa 1153 aa 1203 aa
Peso Molecular 144 kDa 131 kDa 133 kDa
¿Depende de Ca2+? Sí No Sí
Velocidad de 
producción
96 nmol/s 105 nmol/s 16 nmol/s
Expresión en tejidos
Cerebelo, hipocampo, 




liso vascular, células 
endoteliales y 
hepatocitos
Células del endotelio 
vascular, plaquetas, 
células mesangiales 
renales, osteoblastos y 
osteoclastos









acción en terminaciones 
presinápticas con 
activación de canales de 








a) estímulos mecánicos 
(flujo pulsátil, estrés por 
tracción);
b) vasodilatadores (ACh, 
adenosina, sustancia P, 
bradiquinina);




Mediador de la 
respuesta inmunitaria 
específica y de síntomas 
de endotoxemia
Regulación del tono 
vascular y de la función 
plaquetaria
 
aa: aminoácidos. ACh: Acetilcolina. kDa: kiloDalton. kpb: kilopares de bases. NMDA: N-








3.2.3 Mecanismos de acción del NO 
 
Ha sido descripto que el NO intracelular posee efectos relacionados con dos 
mecanismos: el primero, dependientes de la formación de 3´5´-guanosina monofosfato 
cíclico (GMPc) por activación de la enzima guanilato ciclasa (GC). El NO sintetizado 
en las células se une a un grupo hemo de la enzima GC soluble originando un cambio 
conformacional de la enzima con el consiguiente aumento de GMPc. Este segundo 
mensajero desencadenaría una cascada de reacciones de activación y/o inactivación de 
determinadas enzimas mediante mecanismos de fosforilación. Se han mencionado 3 
ligandos con importancia neurobiológica que son específicos para el GMPc: a) la 
proteinquinasa GMPc-dependiente, a la cual activa, b) las fosfodiesterasas activadas o 
inhibidas por GMPc, y c) los canales iónicos de la membrana plasmática regulados 
directamente por GMPc (Friebe y Koesling, 2003; Tamargo y cols., 2010). El segundo 
mecanismo descripto es independiente de GMPc. Las acciones biológicas del NO están 
determinadas por su unión con distintas moléculas blanco ubicadas dentro de las 
células y/o en sus membranas y/o en el medio extracelular. Es de destacar que muchos 
de los compuestos con los cuales se une este mensajero, tienen acciones en la 
regulación de funciones celulares. La capacidad del NO de reaccionar con estas 
moléculas, le confiere la posibilidad de participar en una gran variedad de procesos 
biológicos. El NO interactúa con hemoproteínas, proteínas con grupos ferrosulfuros, 
proteínas con grupos tioles, anión superóxido entre otras moléculas (Gonzalez y cols., 
2009; Tamargo y cols., 2010). La activación de las dos vías de manera simultánea 
constituye otro mecanismo de acción intracelular del NO. 
 
3.2.4 Óxido nítrico y corazón 
 
Es reconocido que el NO sobre el sistema cardiovascular, actúa como regulador 
parácrino, autócrino e intracrino de la función cardíaca, a través de sus acciones tanto  
directas sobre el corazón como indirectas sobre la vasculatura (Tamargo y col, 2006; 




Förstermann y Sessa, 2012). En el sistema cardiovascular se han identificado las tres 
isoformas de la NOS. La nNOS se expresa en las aurículas, los nodos sinoauricular y 
auriculoventricular, las terminaciones nerviosas simpáticas y vagales, así como también, 
en las neuronas simpáticas intracardíacas (Massion y cols., 2003). En los cardiomiocitos, la 
nNOS se localiza principalmente en el retículo sarcoplásmico, acoplada a los canales de 
Ca2+ participando de esta manera en el control de la concentración de Ca2+ intracelular. 
(Barouch y cols., 2002). La eNOS se expresa en el endotelio vascular y en el endocardio, 
así como también, en los cardiomiocitos, los monocitos y las plaquetas (Shakil y cols., 
2003; Schulz y cols., 2005). En los cardiomiocitos, se localiza en los túbulos T, donde se 
asocia a las proteínas regulatorias caveolinas (Navarro-Lérida y cols., 2004), a los 
receptores β-adrenérgicos, muscarínicos M2,  a receptores de bradicinina tipo 2 (Feron y 
cols., 1998), a diversas proteínas G y a canales de Ca2+ tipo L. Con respecto a la iNOS, 
esta isoforma se encuentra localizada en el septum y en el epicardio del ventrículo 
izquierdo, en el endotelio endocárdico y vascular, en células musculares lisas vasculares, 
así como también, en macrófagos y en fibroblastos (Martínez-Moreno y cols., 2007). Si 
bien es amplia la investigación acerca de los efectos del NO sobre la función 
cardiovascular, los resultados, aún hoy, son controvertidos. 
Diversos estudios han observado acciones sobre a) la perfusión miocárdica, b) la 
agregación plaquetaria, c) la angiogénesis, inflamación y proliferación celular, d) el 
mecanismo de isquemia-reperfusión, e) el tono vegetativo, f) la frecuencia cardíaca 
(FC), g) mecanismo de hipertrofia y apoptosis, h) la contractilidad miocárdica, entre 
otros (Förstermann y Sessa, 2012).  
Existen controversias acerca de las acciones del NO sobre la contractilidad 
cardíaca, algunos autores mostraron que dosis bajas (100 < µM) de NO podrían ejercer 
un leve efecto inotrópico positivo. Este efecto fue observado por primera vez con 
dadores de GMPc, así como también, con dadores de NO en cardiomiocitos de rata 
(Kojda y cols., 1996; Vila-Petroff y cols., 1999)  y en el músculo papilar de gato (Mohan y cols.,  
 




1996; Förstermann y Sessa, 2012). Por otro lado, también existen evidencias que 
mostraron, en el humano, que tanto el nitroprusiato de sodio como inhibidores de las 
fosfodiesterasas, dependientes de GMPc, indujeron efectos inotrópicos positivos en 
miocitos auriculares (Grocott-Mason y cols., 1998). Sin embargo, otros autores mostraron 
en perros anestesiados que la administración intraaórtica de inhibidores de la NOS 
indujo un efecto inotrópico negativo mayor que el observado con la administración de 
fenilefrina (Klabunde y cols., 1991). Hallazgos similares fueron obtenidos por Sears y 
colaboradores en miocitos aislados de cerdo (Sears y cols., 2004). Los trabajos de 
investigación mencionados sugieren con cierto grado de controversia que el NO tendría 
un efecto inotrópico positivo. Por otra parte, otras investigaciones mostraron que 
mayores concentraciones (100 >µM) de NO ejercerían un efecto inotrópico negativo 
(Fenton y cols., 2008; Tamargo y cols., 2010). Este efecto podría estar mediado por la 
activación de la enzima proteinkinasa G (PKG). Con respecto a la relajación cardíaca, se 
observó, por un lado, que cuando disminuye la precarga cardíaca también lo hace la 
concentracion de NO y por otro lado el aumento de los niveles de NO coinciden con 
un incremento de catecolaminas. Estos datos podrían sugerir que el NO tendría un 
efecto en el acoplamiento excitocontráctil del corazón. A mayores niveles de NO 
mejoraría la distensibilidad cardíaca aumentado la precarga ventricular (Harrison y cols., 
2000).  
En relación a la regulación de la FC, la literatura también muestra resultados 
controvertidos. Algunos autores observaron que el NO disminuye la FC en 
cardiomiocitos aislados (Hare y cols., 2003; Schulz y cols., 2005; Brack y cols., 2007; mientras 
que otros autores, han sugerido que esta molécula incrementa el cronotropismo 
(Musialek y cols., 1997; Xu Y y Krukoff T, 2004; Fellet y cols., 2006) . Estas  discrepancias 
podrían deberse a la utilización de diferentes modelos experimentales, de diferentes 








3.2.5 Óxido nítrico y riñón 
 
En el riñón, el NO participa en la homeostasis del Na+ y agua, así como también 
en la hemodinamia vascular, la secreción de renina (Han y col, 2006) y la 
retroalimentación tubuloglomerular (Ortiz y Jeffrey, 2003). Las diferentes isoformas de la 
NOS se encuentran ampliamente distribuidas en el riñón. La isoforma endotelial se 
identificó en la arteriola aferente y eferente, en el glomérulo, en la vasa recta, en los 
capilares peritubulares, en el túbulo proximal y colector, así como también en el asa de 
Henle. La isoforma nNOS se localiza en la capsula de Bowman, en el asa de Henle, en 
la mácula densa, en los túbulos distales y colectores. Con respecto a la iNOS se 
identificó en los túbulos proximales, distales, colectores y en el asa de Henle (Choi y cols., 
2012). Madrid y colaboradores han observado que el flujo sanguíneo medular está  
principalmente regulado por el NO en comparación con el flujo de la corteza renal 
(Madrid y cols., 1997). Además, se observó que la actividad de la NOS es más alta en la 
médula renal que en otros tejidos relacionados con la regulación de la presión arterial 
como la propia corteza renal, el corazón o los vasos sanguíneos (Kakoki M y cols., 2004). 
El NO contribuye a la diuresis y natriuresis en diferentes estados de hidratación (Ortiz P 
y col., 2002; Costa MA y col., 2001). Es de mencionar, que existen evidencias que 
muestran que en el estado hipovolémico inducido por shock hemorrágico, la 
producción renal de NO se altera para compensar las modificaciones renales 
provocadas por este estado (Lieberthal W y col., 1991) 
Por otra parte, el sistema del NO, también afecta la homeostasis hídrica, 














3.2.5.1.1  Características generales 
 
El concepto clásico del proceso de movimiento del agua,  se refiere a  la difusión 
de la misma a través de la bicapa lipídica de la membrana plasmática. Sin embargo, los 
estudios biofísicos y fisiológicos predijeron que el movimiento del agua se produce a  
través de proteínas de la membrana, y durante la década de 1990, estas proteínas de los 
canales de agua fueron descubiertas y se les otorgó el nombre de acuaporinas (AQPs). 
El descubrimiento de los canales de agua de la membrana acuaporina por Agre y 
colaboradores (Agre y col, 1997; Agre y col, 1987; Preston y col, 1991; Preston y col, 1992) 
respondió a una pregunta biofísica de larga data de cómo el agua atraviesa las 
membranas biológicas específicamente, y proporcionó una visión, a nivel molecular, de 
la fisiología fundamental del balance hídrico y la fisiopatología de los trastornos del 
equilibrio del agua. Posteriormente han sido identificadas en muchos organismos, que 
van desde las bacterias hasta las plantas y diferentes especies de animales. Las AQPs 
pertenecen a una familia de proteínas integrales de membrana. Son canales de 
membrana selectivamente permeables al agua, que permiten el movimiento de la misma 
a través de la membrana. Es de mencionar que existe una subfamilia de AQPs, 
denominada acuaglicoporinas, que también transportan glicerol y posiblemente otras 
pequeñas moléculas polares. Algunos autores afirman que estos canales también 
pueden transportar gases o iones a través de la membrana (Herrera y Gravin, 2011). En 
los mamíferos, 13 isoformas de AQPs (AQP0 - AQP12) se han identificado y 
caracterizado mediante clonación y secuenciación de su ADNc. Como se menciona 
anteriormente, el mantenimiento de la homeostasis hídrica corporal depende del 
equilibrio entre la ingesta y la pérdida de agua. Dicha pérdida, se genera principalmente 
por la excreción renal de agua, que se encuentra controlada por la AVP y el gradiente 
osmótico medular.  




Los segmentos más distales del nefrón, tienen permeabilidad al agua, controlada  
en respuesta a la AVP (Knepper y col, 2000). Estos segmentos del túbulo renal expresan 
tres canales moleculares de agua llamados acuaporinas (Nielsen y col, 2002). Estas son las 
AQP2, AQP3 y AQP4.  AQP2 presentes en la membrana plasmática apical y en los 
endosomas (Barile y col, 2005; Fushimi y col, 1993; Nielsen y col, 1993). Las dos últimas 
acuaporinas se encuentran principalmente en la membrana plasmática basolateral 
(Ecelbarger y col, 1995; Terris y col, 1995). Existen evidencias de por lo menos, dos modos 
de regulación de la permeabilidad al agua en el riñón correspondientes a dos procesos 
que controlan la cantidad de AQP2 activo en la membrana plasmática apical. El primer 
modo es una regulación a corto plazo, que ocurre en un período de 5 a 30 minutos, 
como resultado de la regulación del tráfico de vesículas que contiene AQP2  hacia  la 
membrana plasmática apical en respuesta a la vasopresina (Nielsen y col, 1995). El 
segundo modo es regulación a largo plazo, que ocurre en un período de horas o días, 
como resultado de la regulación de la expresión génica de AQP2 (Fushimi y col, 1997). 
Ambos modos dependen de la unión de la vasopresina a los receptores de la 
vasopresina de tipo V2  presentes en la membrana basolateral. Los eventos de 
señalización que son pertinentes a los dos modos de regulación son, sin embargo, en 
gran parte aún desconocidos. Estudios realizados demostraron que sustancias como 
secretina, oxitocina, péptido natriurético atrial (PNA) y el NO, entre otras, estarían 
involucrados en mecanismos de regulación de la AQP2 independientes de la acción de 
la AVP (Li y col, 2006; Chuy y col, 2007; Bouley y col, 2000). 
Como mencionamos anteriormente, se conocen al menos 12 isoformas de 
acuaporinas. Las AQPs de los mamíferos se encuentran en diversos epitelios y 
endotelios involucrados en el transporte de fluidos, tales como células gliales, 
cerebrales, epidermis, adipocitos (Verkman, 2005). En las células de los túbulos renales, 
de hecho, por lo menos 7 de las 12, que hasta el momento se conocen, están presentes 
en el riñón en sitios diferentes a lo largo del nefrón. Las AQPs intervienen en la 
composición de la membrana celular, excepto la AQP2 y AQP6, La AQP2 tras su 
síntesis permanece en una vesícula intracelular que bajo la acción de la AVP, dichas 




vesículas se fusionan con la cara apical de las células principales del túbulo colector 
renal y de ese modo, las células exponen en la membrana al canal proteico responsable 
del aumento de permeabilidad al agua en dicho túbulo (Noda y col, 2010). La AQP6 es 
también una proteína intracelular, que permanece siempre en el interior de la célula 
(Yasui y col, 1999). En la cara apical de otros epitelios también se encuentran AQPs. La 
AQP3 y 4, se ubican principalmente en la membrana basolateral (Verkman y Mitra, 
2000). La AQP1 presenta una distribución ubicua (Preston y col, 1992). AQP8 reside en 
vesículas intracelulares, así como en la cara apical de las células acinares del páncreas. La 
AQP9 se ubica en la membrana basolateral (Verkman, 2011). La localización y las 
funciones de las AQPs 10-13 aún no han sido demostradas (Ishibashi, 2009). 
 
 
3.2.5.1.2  Estructura de acuaporinas 
 
En comparación con los canales iónicos y transportadores de soluto, las AQPs 
son proteínas relativamente simples en cuanto a su estructura y función. Las AQPs son 
proteínas hidrofóbicas, cada  monómero de 30 kDa de AQP se compone de seis 
dominios transmembrana helicoidales (H1- H6) y dos segmentos helicoidales cortos 
(HB y HE) que rodean antesalas citoplasmáticos y extracelulares, respectivamente 
(Echevarría y col, 2006). Estos portales están conectados por un poro acuoso estrecho de 
~ 25 Å (1 Å = 0,1 nm) de largo (Fujiyoshi y col, 2002;  Walz y col, 2009) Aunque cada 
AQP constituye por sí sola un canal, en la membrana celular, estas proteínas se 
ensamblan en tetrámeros. Cuatro monómeros AQP ensamblan para formar tetrámeros 



















3.2.5.1.3  Acuaporinas y riñón 
 
El transporte de agua a través de los túbulos renales depende del estado 
osmótico y del equilibrio de agua a través del epitelio renal (Knepper, 1997). Se establece 
la fuerza motriz, por lo menos en parte, por el transporte activo de sodio y por  la 
generación de un intersticio medular hipertónico como consecuencia de la 
multiplicación contracorriente. Una serie de estudios en los últimos 10 años, ha dejado 
claro que el transporte de agua osmótica a través del epitelio del túbulo depende 
principalmente de los canales de agua; acuaporinas. Al menos siete acuaporinas se 
expresan en el riñón, mediando la permeabilidad al agua, de forma constitutiva o 
facultativa. La AQP1 (Denker y col, 1988) está presente en el túbulo contorneado 
proximal y en células epiteliales del asa de Henle descendente delgada y en el endotelio 
de la vasa recta descendente (Verkman, 2008). La AQP2 (Fushimi, 1993), es abundante 
en células principales del túbulo colector. Este canal está regulado por la AVP, con lo  




cual está íntimamente ralacionada con  la regulación renal del equilibrio de agua 
corporal (Knepper y col, 1994). Dos acuaporinas adicionales se expresan en las células 
principales de los conductos colectores, AQP3 y AQP4 (Terris y col, 1996). Ambos de 
estos canales están presentes en las membranas plasmáticas basolateral y es probable 
que representen vías de salida para el agua que entra en las células a través de AQP2. La 
AQP6 está presente en las células intercaladas túbulo contorneado proximal (Echevarría 
y Zardoya, 2006). La AQP7 parece que se expresa en el borde en cepillo del túbulo 
contorneado proximal, pero poco se sabe acerca de su función en el riñón.  
 
 
Localización de las acuaporinas a nivel renal 
 
 








3.2.5.1.4  Acuaporina 2 
 
Se ha encontrado abundancia de AQP2 (Fushimi y col, 1993) en la membrana 
plasmática apical y en vesículas apicales, en células principales de los túbulos colectores 
(Nielsen y col, 1993). Además de su presencia en la membrana plasmática apical y 
vesículas intracelulares, algunos autores realizando inmunotinción, han encontrado a las  
AQP2, asociadas con la membrana plasmática basolateral, especialmente en el interior 
medular de las células principales de los túbulos colectores del nefrón (Marples y col, 
1995). 
Valenti y colaboradores (2005) descubrieron que la traslocación de la AQP2 
desde vesículas intracelulares a la superficie de la célula, es estimulada por AVP. Este  
proceso está regulado por múltiples mecanismos, tanto a corto como a largo plazo 
(Brown, 2003), muchos de los cuales aún no han sido dilucidados.  
La regulación a corto plazo está dirigida por la estimulación de AVP. King y 
colaboradores (2001) evaluaron la dinámica de la permeabilidad de la membrana 
plasmática y con la utilización de modelos matemáticos (Sand y col, 2006) han 
establecido que la resultante de AQP2 en la membrana es el resultado debido a la 
aceleración de la inserción de la AQP2 en la membrana por  exocitosis y en la 
desaceleración de la eliminación por endocitosis de la membrana apical. Sun y 
colaboradores (2002) refirman el hecho de que la cantidad de AQP2 en la membrana 
plasmática es un equilibrio entre la exocitosis y endocitosis. El mecanismo de 
regulación a largo plazo involucra el aumento en la expresión génica de AQP2, hecho 
que involucra numerosas cascadas de señalización. Schrier (2006) estableció que la 
regulación de AQP2 por AVP tanto a corto como a largo plazo, se inicia con la unión 
de AVP a su receptor de tipo V2   en la membrana basolateral de las células principales 
del túbulo colector. Dicho receptor esta acoplado a una proteína Gs, con la cual dicha 
unión aumenta la concentración intracelular de AMPc, que estimula la activación de la 
PKA. La PKA activa, fosforila el residuo de serina 256 de la región C-terminal de la 
AQP2 (Van Balkom y col, 2002). La AQP2 fosforilada se trasloca a la membrana apical.  
 




3.2.5.1.5  Acuaporina 2  y óxido nítrico 
 
Los canales AQP2 se encuentran relacionados con el NO renal. Esta relación 
hasta el día de hoy sigue siendo controversial, ya que numerosos autores postulan que el 
NO induce la translocación de las AQP2 desde las vesículas intracelulares a la 
membrana apical mediante el aumento de los niveles del GMPc en las células 
principales del túbulo colector (Wang y cols., 2006; Bouley y cols., 2000 y 2005; Boone y cols., 
2010). Sin embargo, otros autores mostraron que el efecto diurético del NO se asocia a 
una disminución de los canales AQP2 en la membrana apical de la célula  principal del 
túbulo colector vía GMPc (Klokkers y cols., 2009; Olesen y cols., 2009; Jun D y cols., 2010). 
Además, Arreche y colaboradores mostraron, en el estado hipovolémico, una relación 
inversa entre el NO y las AQP2 en segmentos de medula renal interna (Arreche y cols., 
2008).  
 
3.2.6 Regulación de la actividad de la NOS  
 
Teniendo en cuenta que son numerosas y diferentes las células productoras de 
NO en el corazón y riñon, no es sorprendente pensar que son numerosos y muy 
complejos, los mecanismos que regulan la producción de esta molécula. La actividad de 
la NOS está regulada por varios mecanismos, incluyendo la fosforilación, nitrosilación, 
interacción con otras proteínas, disponibilidad de cofactor/sustrato, y cambios en la 
transcripción (Butt y cols., 2000; Cary y cols., 2006; Erwin y cols., 2006; Fisslthaler y Fleming 
2009). 
La isoforma neuronal de la NOS, es regulada por la concentración de Ca2+ y 
calmodulina. Una proteinquinasa (PK) dependiente de Ca2+ / calmodulina, inhibe la 
síntesis de NO. Además, esta isoforma tiene un dominio PDZ que puede interactuar 
con otras proteínas con dominios PDZ y estas interacciones son las que permiten la 
distribución subcelular y regulación la actividad de la enzima (Zhou y Zhu, 2009). 
También se ha descripto la existencia de una proteína inhibidora de la nNOS (PIN) que 




regula su actividad (Lajoix y cols., 2006), así como también las caveolinas (Stamler  y 
Meissner, 2001; Lawler y cols., 2012). 
 La isoforma inducible produce grandes cantidades de NO, inducida por 
sustancias como citoquinas, factor de necrosis tumoral (TNF alfa), INF, 
lipopolisacaridos (LPS), que se encuentran aumentadas en procesos fisiopatológicos. 
Cuando se incrementan los niveles de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) y 
proteinkinasa C (PKC), también aumenta la actividad de esta isoforma. Por otro lado, 
también se ha descripto que niveles aumentados de aldosterona o el tratamiento con   
corticoides, disminuye la actividad de esta isoforma (Kuncewicz y col, 2001; Durante y col, 
2007).  
La isoforma endotelial, también es regulada por la concentración de 
Ca2+/calmodulina, y la síntesis de NO por esta isoforma se caracteriza por tener un 
patrón pulsátil cuando existe un marcado incremento del Ca2+ intracelular. La isoforma 
endotelial también interactúa con otras proteínas, modificando su actividad. Por 
ejemplo, las proteínas de choque térmico 90 (Hsp90) se ha encontrado asociada con la 
eNOS y actúan como un modulador alostérico que activa a la NOS y promueven el 
aumento en la producción del NO (Pritchard y cols., 2001; Song y cols., 2002). Se ha 
descripto que la interacción de esta enzima con proteínas localizadas dentro de las 
caveolas celulares denominadas caveolinas (Dudzinski y Michel, 2007.), inactivan a la 
isoforma endotelial. Por otro lado, es de mencionar otras proteínas, tales como: 
NOSIP-eNOS (interactin protein) y la NOSTRIN-eNOS (traffic inducer) que la 
inactivan (Tamargo y col, 2006). La regulación postranscripcional más relevante de la 
eNOS, tiene lugar en la Ser177 y se trata de su fosforilación, que aumenta su actividad. 












Las caveolas son invaginaciones uniformes de la membrana plasmática con un 
diámetro de 50-100 nm que se caracterizan por la presencia de proteínas integrales de 
membrana palmitoiladas unidas al colesterol y a glicoesfingolípidos: caveolinas. La 
oligomeración de las caveolinas da lugar a la formación de estas estructuras, las caveolas 
(Dudzinski y Michel, 2007). Las caveolas son especialmente abundantes en ciertos tipos 
celulares diferenciados, como son: los adipocitos, las células endoteliales, las células de 
músculo liso y estriado, neumocitos y fibroblastos (Parton y cols., 2006). También se han 
descripto en células del sistema inmunitario y del sistema nervioso en menor 
proporción (Gargalovic y Ladislav, 2001; Bu y Cols., 2003).  Las caveolinas son pequeñas 
proteínas (20-23 KDa), con una secuencia altamente conservada en la evolución.  
Presentan alta homología en la secuencia aminoacídica y en consecuencia comparten  
propiedades estructurales, funcionales y de topología de membrana (Couet y Cols., 2001).  
En los mamíferos se han descripto y reconocido hasta el momento tres 
miembros de esta familia: caveolina 1 (cav 1), caveolina 2 (cav 2) y caveolina 3 (cav 3) 
codificadas por genes diferentes. Estas proteínas presentan los dominios amino y 
carboxi-terminal hidrofílicos dirigidos hacia el citosol (Fielding CJ y Fielding PE, 2001). La 
cav 1 y la cav 2 presentan una distribución amplia y similar en todos los tejidos 
previamente mencionados. La distribución de cav 3 es más restringida, siendo muy 
abundante en las células del músculo esquelético y cardiaco (Parton, 1996; Tang y col 
1996; Schwencke y Cols., 2006). Existen evidencias que sugieren que las caveolinas 
funcionan como proteínas de anclaje que organizan y concentran determinados lípidos 
(colesterol y glicoesfingolípidos) y moléculas señalizadoras modificadas por lípidos. Las 
caveolinas son proteínas que presentan un dominio de andamiaje (caveolin scaffolfding 
domain, CSD) por el que interaccionan directamente con las proteínas señalizadoras, 
tales como las cinasas de la familia Src, la NOS, entre otras, manteniéndolas en una 
conformación inactiva (Schwencke y Cols., 2006; Chidlow y  Sessa, 2010). Las caveolinas 
tienen funciones relacionadas con el tráfico de membrana, puesto que algunas 




sustancias, como por ejemplo; hormona de crecimiento, toxina colérica, albúmina, 
ácido fólico, esfingolípidos, se internalizan en las células mediante un proceso 
denominado endocitosis mediada por caveolas (Parton y col, 2003; Pelkmans y Helenius, 
2002). Las caveolas también están relacionadas con la transducción de señales, ya que 
actúan como centros organizadores de membrana que frente a diferentes estímulos, 
generan respuestas celulares críticas para las moléculas de señalización y sus receptores 
de membrana (Drab y col, 2001).  Funciones relacionadas con la homeostasis y 
transporte de colesterol; las caveolas y las caveolinas, intervienen en el tráfico 
intracelular de ésteres de colesterol. Ratones deficientes de caveolina 1, presentan  
disminución del tejido adiposo, presentando adipocitos más pequeños y peor 




Figura 2. Representación de la estructura de una caveola. 
 
                                                                   Adaptado de Mayor, 2007 
 




En el corazón, se ha descripto que cav 1 y cav 3 regularían negativamente la 
actividad de la NOS en experimentos realizados en in vivo e in vitro (Feron y Balligand, 
2006). Estos hallazgos sugieren un sitio de unión y un mecanismo de acción común 
para ambas isoformas (Gratton J y cols., 2000). La eNOS, por ejemplo, presenta una 
doble acilación necesaria para su anclaje en las caveolas, donde interactúa con la cav 1 
en células endoteliales y con cav 3 en los cardiomiocitos, que la inactivan (Feron y cols., 
1998). Cuando un estímulo o un agonista incrementa la concentración intracelular de 
Ca2+ se forma un complejo Ca2+/calmodulina que desplaza a la eNOS de ambas  
caveolinas, recuperando la actividad catalítica de la eNOS (Chen Z y cols., 2012). En este 
contexto, los niveles proteicos de caveolinas modularían los efectos cardíacos de la 
eNOS. Los ratones deficientes en cav 1 presentan una menor vasoconstricción en 
respuesta a la estimulación de los receptores α-adrenérgicos debido a la mayor 
liberación de NO proveniente de la eNOS (Drab M y cols., 2001). Además, ratones  
deficientes en cav 3 presentan una miocardiopatía dilatada hipertrófica con activación 
de la vía de las proteincinasas reguladas por estímulos extracelulares ERK1/218, 
acentuándose la miocardiopatía en los animales que carecen de ambas caveolinas (Park 
y cols., 2002). También se ha descripto que la abundancia de cav 3 disminuye en perros 
con miocardiopatía dilatada hipertrófica incrementando la actividad de la eNOS y de la 
nNOS (Sunada y cols., 2001). Por otro lado, ratones knockout para cav 1 mostraron una 
potenciación de la relajación dependiente del endotelio (Drab y cols., 2001).  
Además, se demostró que la isoforma eNOS incrementa su actividad al 
desplazarse de su interacción con cav 1 ante aumentos de la concentración de 
calmodulina y de HSP90 (Gratton y cols., 2000).  Así mismo, la eNOS también puede ser 
activada por estímulos que no producen un aumento sostenido de Ca2+ intracelular, 
como el estrés por rozamiento, la exposición a estrógenos, el factor de crecimiento de 
la vasculatura endotelial, la bradicinina, la insulina, entre otros. Esta activación está 
mediada por la fosforilación de la enzima para aumentar o disminuir la producción de 
NO. Por ejemplo, las fosforilaciones de la Ser847 de la nNOS y de la Thr495 de la 
eNOS inhiben la síntesis de NO, mientras que  las fosforilaciones de la Ser617 (Michell y 




cols., 2002) y de la Ser177 (Dudzinski y Michel, 2007; Schulz y cols., 2005) de la eNOS 
activan la síntesis de NO (Fleming y Busse, 2003).  
 
En el riñon, se ha demostrado que en células epiteliales renales están presentes 
las proteínas caveolinas (Zurzolo C y col., 1994; Gildea y col, 2009). Breton y colaboradores 
mostraron la presencia de caveolina 1 en las células principales de los túbulos colectores 
renales, sugiriendo una interrelación entre estas proteínas y la expresión de AQP2   
(Breton S y col., 1998, Ting Cai, 2008).  
Por otra parte, se ha descripto la existencia de inhibidores endógenos de la 
actividad de la NOS. Se destacan  dos compuestos, la Nw-monometil-L-arginina (L-
NMMA) y la Nw-Nw-dimetil-L-arginina asimétrica (L-ADMA) (Caplin y Leiper, 2012), 
que pueden sintetizarse a partir de residuos de arginina tras la metilación durante la 
renovación proteica. Estos compuestos en condiciones fisiológicas se encuentran en 
concentraciones bajas, pero en situaciones patológicas aumentan reduciendo la síntesis 
de NO. Otros inhibidores exógenos como la Nw-nitro-L-arginina (L-NNA), su éster la 
Nw-nitro-arginina metil éster (L-NAME) y, la N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO) pueden 
inhibir no selectivamente las isoformas de la NOS, mientras que la Nw-amino-L-
arginina y la L-aminoguanidina inhiben selectivamente la isoforma inducible (Gross y col,  
1991; Lambert y col, 1992). Además, los inhibidores de la calmodulina, tales como la 
trifluoroperazina, la clorpromazina y el calmidazolium, pueden inhibir las tres isoformas 
de la enzima NOS de manera no selectiva (Luiking y cols., 2012). Es importante 
mencionar que las isoformas de la NOS también pueden ser inhibidas directamente por 












3.3 AVANCE DE LA EDAD 
 
El proceso de envejecimiento está asociado a numerosos cambios fisiológicos que 
pueden afectar la capacidad individual para mantener el balance de agua corporal 
(Bossingham MJ y col., 2005). Los individuos mayores poseen un riesgo más alto de 
presentar un cuadro de deshidratación que adultos más jóvenes, dado que la sed 
constituye el principal estímulo motivacional para la ingesta de agua, y ésta sensación 
disminuye con el avance de la edad (Keatinge WR, 2003; Ferry M, 2005). En cuanto al  
envejecimiento en general, se producen una serie de cambios fisiológicos en diferentes 
tejidos. 
 
Sistema nervioso: En el sistema nervioso central se observó que en el 
envejecimiento se produce una disminución de la densidad neuronal. Hay una 
reducción en la producción de importantes neurotransmisores centrales, incluyendo 
catecolaminas, serotonina, acetilcolina, y esto genera efectos secundarios en el estado de 
ánimo, la memoria y la función motora. En el sistema nervioso periférico se observo 
una disminución en las fibras autonómicas, fibras motoras y sensoriales. En el sistema 
nervioso autónomo, se encuentra un aumento del tono simpático y una disminución en 
el parasimpático, lo que lleva a un compromiso en la homeostasis hemodinámica entre 
otros (Priebe, 2000). 
 
Sistema respiratorio: Una serie de cambios importantes relacionados con la 
edad se han descrito, por ejemplo, una pérdida de apoyo elástico de las vías 
respiratorias contribuye al aumento del colapso en las vías respiratorias y en los 
alveolos, lo que afecta a los volúmenes y la eficacia en la ventilación (Zaugg, 2000)  
teniendo repercusión en la frecuencia respiratoria, y en la oxigenación de la sangre.  
 




Sistema gastrointestinal: el envejecimiento causa una variedad de cambios 
fisiológicos en la orofaringe, el esófago y el estómago que aumentan la probabilidad de 
desordenes esofágicos y gastrointestinales (Buttho, 2008). 
 
Sistema inmune: el envejecimiento predispone al individuo a infecciones, 
puesto que la respuesta inmune, tanto la innata como la adquirida están disminuidas, 
puesto que el número de células declina. Se observa una reducción de la capacidad para  
generar importantes mediadores incluyendo factor de necrosis tumoral -a, interleucina – 
1, entre otros. (Alibhai, 2009). 
 
Como se ha mencionado precedentemente, varios son los sistemas que se 
afectan con el proceso natural del envejecimiento. Este trabajo de tesis se enfoca en el 
estudio de la implicancia de una variable, como es el avance de el edad, sobre dos 
tejidos importantes como ser el cardiaco y renal, que a continuación se desarrollará.  
  
 
3.3.1.  Avance de la edad y corazón 
 
Con el avance de la edad se producen cambios en la morfología cardiaca así 
como también en la función de diferentes proteínas relacionadas con el metabolismo 
energético, la cinética del Ca2+, el acoplamiento excitocontráctil, proliferación y muerte 
celular, entre otras (Chung y Diffee, 2011). El sistema cardíaco presenta una disminución 
de la eficiencia mecánica y contráctil, prolongación de la fase de relajación, la rigidez de 
las células del miocardio, del tejido conectivo y de las válvulas cardiacas, el aumento de 
tamaño de los miocitos, disminución del número de miocitos por aumento de la tasa de 
apoptosis. Además se observa una reducción de la respuesta mediada por receptores β-
adrenérgicos (Ahmed A, 2003), ya que el sistema nervioso autónomo también se ve 
afectado por el avance de la edad. Se ha descripto que la actividad del sistema nervioso 
simpático se incrementa con la edad, debido a una mayor cantidad de 




neurotransmisores tipo adrenalina y noradrenalina que se secretan a la circulación 
(Ahmed A, 2003; Kaye y Esler, 2005). La presencia de niveles elevados de noradrenalina 
en el avance de la edad se debe a una menor recaptación en las terminales nerviosas y 
disminución de su degradación (Birenbaum y cols., 2008). Este aumento de catecolaminas 
lleva a una mayor ocupación de los receptores β-adrenérgicos en la superficie de las 
células cardiacas, lo que produce una desensibilización y disminución de los receptores 
en las células blanco. También el envejecimiento se correlaciona con un aumento en la 
prevalencia de enfermedades cardiovasculares incluyendo la aterosclerosis, 
hipertensión, infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares, entre otras (North B, 
2012; Fontana L y cols., 2012). 
   
3.3.2.  Avance de la edad y riñón  
 
El riñón juega un papel crítico en el mantenimiento del equilibrio hídrico y 
electrolítico, observándose una disminución de su función con el avance de la edad 
(Kanasaki y cols., 2012). Esta etapa de la vida se acompaña de una reducción en la 
capacidad de concentrar la orina reflejando alteraciones en los mecanismos reguladores 
del balance hídrico. (Combet  y col. 2008). Existen evidencias que sugieren que 
modificaciones en la reabsorción tubular de agua no se deberían a una inapropiada 
secreción de AVP, sino que probablemente estarían relacionadas a una menor respuesta 
tubular renal a la acción de esta hormona (Ghislaine G y Corman B, 1992).  
También se describió una disminución del reflejo de la sed,  del volumen de filtrado 
glomerular (VFG) y de la capacidad de concentración urinaria (Farrell y cols., 2008). 
Sands describió que sujetos de 60 a 79 años de edad presentaban alteraciones en la 
osmolaridad urinaria acompañada de una reducción del 50% de la capacidad de 
conservar solutos (Sands, 2012). Las alteraciones en la capacidad de concentración 
urinaria inducidas por el envejecimiento se acompañan de anormalidades en diferentes 
proteínas del túbulo colector renal. En relación al balance hídrico, numerosos trabajos 
muestran una reducción de los canales AQP2 y AQP3 en ratas añosas. La AVP a través 




de su unión a los receptores V2 presentes en la membrana basal de las células 
principales del túbulo colector regulan la translocación a membarna apical así como 
también la síntesis de los canales AQP2 (Combet y cols., 2003; Tian y cols., 2006; Preisser y 
cols., 2000).  La literatura muestra resultados controvertidos respecto a los cambios que 
la edad provoca sobre estos canales de agua. Tien y colaboradores concluyen que el 
avance de la edad se relaciona con un descenso de los receptores de AVP disminuyendo 
así la abundancia de los canales AQP2 (Tian y cols., 2004). Sin embargo, existen 
numerosos autores que no observaron cambios en la abundancia de las AQP pero sí en 
otros transportadores de la membrana en el envejecimiento (Preisser y cols., 2004;  
Terashima y cols., 1998; Klingler y cols., 1997).  Existen trabajos que muestran que la edad 
induce un incremento en el número de transportadores de urea (Combet y cols., 2003, 
Trinh-Trang y cols., 2003). Además, Tian y colaboradores observaron que ratas añosas 
presentaron una reducción del cotransportador Na2ClK en la médula renal externa y 
del canal de sodio en la corteza renal, así como también de una menor actividad del 
sistema renina-angiotensina (Tian, y cols., 2006).  
La función renal también se ve afectada por cambios en la actividad del sistema 
simpático con el avance de la edad. Thunhorst y colaboradores sugieren que  existe una 
relación clara entre el avance de la edad y la respuesta a los estímulos adrenérgicos para 
mantener la homeostasis hídrica, siendo la edad un factor negativo en relación a la 
estimulación β-adrenérgica (Thunhorst y cols., 2011).  
 
3.3.3.  Avance de la edad y óxido nítrico 
 
Existen evidencias que muestran que los mecanismos básicos que subyacen al 
proceso de envejecimiento son multifactoriales y los radicales libres intervienen en el  
desarrollo de este proceso (Fukagawa N, 1999, Rüdiger Siekmeier, 2008). El aumento de 
especies activas del oxígeno y del nitrógeno, generadas a partir del anión superóxido y 
de NO, podrían inducir cambios en la expresión genética de enzimas involucradas en la 
regulación del sistema cardiovascular y renal (Marczin N y col., 2003). Además, según 
avanza la edad, se activarían mecanismos apoptóticos por efecto de mediadores 




intracelulares, por oxidación o por productos tóxicos, entre otros (Pollack M y col., 
2002). Se ha evidenciado que la caída en la actividad de la NOS con el  avance de la 
edad es coincidente con el daño renal asociado al proceso de envejecimiento (Urribarri y 
col, 2007; Yildiz y col, 2007).  
 
 
3.3.4.  Avance de la edad y caveolinas 
 
En el año 2004, Cho y colaboradores observaron in vitro que la morfología de 
células senescentes se convertía en morfología compatible con células jóvenes, 
mediante la modificación en la cantidad de cav 1 en el medio de cultivo. En el mismo 
año Kawabe y colaboradores evidenciaron que la disminución de la expresión de la 
caveolina 1 con el avance de la edad podría disminuir la eficacia de señalización 
mediada por receptores β-adrenérgicos en el musculo liso vascular. 
 
 
3.3.5.  Avance de la edad y deshidratación  
 
La naturaleza de las causas subyacentes en la reducción de la bebida que 
acompaña a la vejez, como la alteración de los nervios o de los mecanismos de 
señalización humorales, permanecen en gran medida sin determinar (Kenney, 2001). El 
conocimiento de las causas por las cuales se genera una disminución en el consumo de 
agua,  relacionada con la edad, es de suma importancia y ayudará a beneficiar a las 
personas mayores a mantener mejor la homeostasis de fluidos. Esta es una 
consideración importante para una población cada vez más envejecida. Se ha descripto 
que el estado hipotensivo es un potente estímulo de la sed en ratas (Evered, 1990). La 
sed seguida a una hipotensión, se debe principalmente a la liberación de renina y la 
formación de la angiotensina II en la circulación (Stocker, 2000). Como mencionamos en 
párrafos anteriores cada vez es más la población geronte, puesto que la expectativa de 




vida cada vez es mayor, es por eso que se incrementa el interés en el estudio de esta 







     Hipótesis y Objetivos










El estado actual del tema propuesto en la introducción de este trabajo de tesis muestra 
que:  
 
 el estado hipovolémico inducido por deshidratación es una situación clínica 
que puede manifestarse en todas las edades, siendo de alto riesgo en la 
población de adultos mayores, 
 
 a pesar de las investigaciones, aún no se ha dilucidado totalmente el papel que 
desempeña el sistema del NO, durante un estado hipovolémico inducido por 
restricción de agua, 
 
 existe escasa información acerca de la participación de proteínas regulatorias, 
como las caveolinas, en la actividad del sistema del NO cardiaco y renal 
durante la restricción de la ingesta de agua, 
 
 existiría una potencial relación entre la acción del sistema del NO y la 
homeostasis hídrica mediada por los canales de AQP2 ante un estrés osmótico, 
 
 el proceso natural de envejecimiento contribuye al desequilibrio homeostático 
















Sobre la base de lo expuesto precedentemente, es factible hipotetizar: 
 
“El sistema del NO cardiaco y renal participan en la adaptación al estrés osmótico inducido 
por restricción controlada de agua a largo plazo, afectando parámetros hemodinámicos, la 
función cardíaca y la abundancia y tráfico intracelular de AQP2. Proteínas regulatorias 
modulan la actividad del sistema del NO en el corazón y en el riñón. El proceso natural del 
envejecimiento está involucrado en la respuesta adaptativa ante el desequilibro homeostático 





4.2 OBJETIVO  GENERAL 
 
 
Investigar la participación del sistema del NO en las alteraciones cardiaca y renal 
inducidas por restricción controlada de agua a largo plazo según avanza la edad.  
 
 
4.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 evaluar distintas variables biológicas como, peso corporal, comida consumida, 
hematocrito, osmolaridad plasmática, sodio sérico, volumen total de agua, 
volumen plasmático, vasopresina plasmática, parámetros hemodinámicos, y la 
distribución de los líquidos corporales en un modelo de deshidratación en 
animales jóvenes y adultos, 




 analizar la función cardiaca mediante el empleo del ecocardiograma, en ambos 
grupos etarios, 
 
 estudiar el sistema del NO, y el impacto del efecto de proteínas regulatorias 
sobre la actividad de dicho sistema en el corazón y riñón en animales jóvenes y 
adultos, 
 
 evaluar los niveles de sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) en 
aurícula derecha, ventrículo izquierdo, médula renal, en ambos grupos etarios, 
 
 examinar mediante tinción de hematoxilina eosina y tinción tricrómico de 
Mallory, en cortes de aurícula derecha, ventrículo izquierdo y médula renal de 
animales jóvenes y adultos, 
 
  estudiar la función renal mediante el cálculo del volumen minuto urinario, 
velocidad de filtrado glomerular, Tc de agua, clearence osmolar, osmolaridad 
urinaria, en animales jóvenes y adultos, 
 
 determinar el efecto del sistema del NO sobre la abundancia y expresión de los 
canales de agua AQP2 en el modelo de deshidratación crónica en diferentes 








     Materiales y Métodos










En todos los experimentos se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley, de 2 (jóvenes) y 16 (adultas) meses de edad, endocriadas en la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires. Las ratas se mantuvieron en un 
ambiente con temperatura controlada y ciclos alternados de luz/oscuridad (luz desde 
las 8.00 hs a 20.00 hs). Los animales recibieron una dieta balanceada para animales de 
laboratorio (Nutrimentos Purina, Bs As, Argentina) y agua “ad libitum” hasta el día de 
los experimentos. Todos los animales incluidos en los protocolos experimentales se 
trataron de acuerdo a los lineamentos y principios de la Disposición Nº 6344-96 de la 
Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica, Ministerio 

























Buffer de homogeneización 
 
 
Β-NADPH 1.2 mM al 0.1 % y azul de 
nitrotetrazolio 0.24 mM al 0.02 % en buffer 
fosfato 0.1 M con 0.3 de tritón X-100 
 
Sacarosa 280 mM, HEPES 20 mM, EDTA 
1 mM, D/L-dithiothreitol (DTT) 1 mM, 
leupeptina 10 g/ml, aprotinina 10 g/ml, 
pepstatina A 10 g/ml, fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2 Mm 
Método de Lowry 
                        Reactivo A:  
Reactivo B1:  
Reactivo B2:  
Reactivo C:  
Folin (dil 1/3):  
 
 
CO3Na2 2 % en Na (OH) 0.10 N.  
SO4Cu.5H2O 1 % p/p.   
Tartrato de Na+ y K+ 2 %. 
20 ml Rvo A +0.2 ml Rvo B1 +0.2 ml B2.  
1 ml Folin + 2 ml H2O destilada. 
 
Western Blot 
Buffer de carga. 
 
Buffer de electroforesis (pH= 8.3) 
 
 
Buffer de transferencia (pH=9.2) 
 
 
Buffer de bloqueo (TBS-Tween) (pH=7.5) 
 
 
-mercaptoetanol 50μl, buffer laemmli 
950μl 
Tris base  15 g, Glicina 72 g, SDS 5 g, H2O 
(bidestilada) csp 1 l 
 
Tris base 5.82g, Glicina 2.93g, metanol 200 
ml, H2O (bidestilada) 800 ml 
 
Tris base 4.84 g, NaCl 17.55 g, Tween 20 2 
ml, H2O (bidestilada) csp 2 l 
Buffer fosfato 0.1M (pH=7.4) 
 
Fosfato disódico: 1.45g 
Fosfafo monosódico: 0.13 g 
 

















   
2 mercapto-ethanol (2 hydroythylmercaptan type I) 78,1 Sigma Aldrich 
Acido Clorhídrico 36,5 Dowil Quimica Analitica 
Acrilamida/Bis 30% solution  Bio-Rad Laboratorios 
AGR 50Wx8 resina  Bio-Rad Laboratories 
Agua Oxigenada 10 vol  Bernangel Laboratorios 
Albumina Bovina  Sigma Aldrich 
Alcohol Isopropílico 60,10 Cicarelli Laboratorios 
Alcohol Metílico 32,04 Dowil Quimica Analitica 
Anti-AQP2 (H-40)Ig sc-28629  Santa Cruz Biotechnology Inc. 
Anti-caveolina 1 (H-97): sc-7875  Santa Cruz Biotechnology Inc. 
Anti-caveolina 3 (H-100): sc-28828  Santa Cruz Biotechnology Inc. 
Anticuerpo secundario Goat anti rabbit IgG (H+L) 
HRP conjúgate 
 Bio-Rad Laboratories 
Anti-eNOS Polyclonal rabbit 
 
 BD Biocience Transduction 
Laboratories 
Anti-iNOS polyclonal rabbit  BD Biocience Transduction 
Laboratories 
Anti-nNOS polyclonal rabbit  BD Biocience Transduction 
Laboratories 
Arginina L-[14 C(u)] 50μCi Perkin Elner 
Calmodulina  Sigma Aldrich 
Carbonato de sodio anhidro  Bernangel Laboratorios 
Cloruro de potasio 74,56 Merck Laboratories 
Cloruro de sodio 58,44 Anedra 
Cocktail Inhibidor de proteasas   Thermo Scientific 
Dl-Citrulina 175,19 Biochemical BDH 
Dl-Dithiothreitol (DTT) 154,25 Cleland´s Reagent 
D-Sacarosa 342,30 Anedra 
ECL Western Blotting Sustrate  PierceR Thermo Scientific 




Etil Uretano  Sigma Aldrich 
Formaldehído 30,03 Dowil Quimica Analitica 
Fosfato diacido de sodio anhidro  Stanton 
Glicina 75,07 Bio Basic Inc 
Heparina  USA 
Hepes  Sigma Aldrich 
Hidroxido de Sodio  Staton 
Laemmli sample Buffer   Bio-Rad laboratorios 
L-Arginina 210,07 Sigma Aldrich 
Leche en polvo instantánea descremada  Svelty 
Marcador de peso molecular –KaleidoscopeTH 
prestained Standards 
 Bio-Rad Laboratories 
Membrana nitrocelulosa 0,45μm para western 
blotting 
 AmershamTM HybondTM ECL- 
GE- Healthcare 
Metimazol  Sigma Aldrich 
N-Nitro-L-Arginine-Methyl-ester Hidrochloride  Sigma Aldrich 
Placas radiograficas   Kodak Film 
PMSF (phenylmethylsulfhonyl Fluoride)  Thermo Scientific 
Potasio fosfato monobasico anhidro  136,09  Anedra 
Reactivo de Folin  Anedra 
Sodio fosfato bibásico anhidro 141,96 Anedra 
Sodium doduecyl sulfate 288,38 Bio Basic Inc 
Solución de Fijación  Romek 
Solución de revelador  Romek 
Sulfato de Cobre 159,61 Mallinckrodt Chemical 
Tartrato de sodio y potasio  Bernangel Laboratorios 
Temed  Promega  




Tween-20   Promega  
Β-nicotinamide adenine dinucleotide 2´phosphate 
reduced tetrasodium salt hydrate  
 Sigma Aldrich 
 
 









6.1. Evaluación de la presión arterial y de la frecuencia cardíaca 
 
La presión arterial sistólica (PAS) se midió indirectamente en animales 
despiertos por el método de manguito en la cola del animal (Widdop y Li 1997), 
utilizando un dispositivo del sistema de adquisición de datos PowerLab y software 
LabChart (AD Instruments). Antes de la medición de la PAS, las ratas se calentaron en 
una sala con termostato y en silencio durante 30 minutos. Se calculó el valor PAS para 
cada rata como el promedio de cinco mediciones por separado en cada sesión. La 
frecuencia cardíaca (FC) también se calculó a partir de las señales de presión de pulso 
utilizando software LabChart. 
 
 




6.2. Recolección de muestras de sangre 
 
Se recolectó la muestra de sangre a partir de la arteria caudal, en tubos 
eppendorfs con una gota de heparina 5000 UI. Se centrifugó, se separó el plasma del 
contenido celular y se mantuvo en freezer a -20°C hasta el momento de su utilización 
para las diferentes determinaciones. 
 
 
6.3. Determinación de creatinina  
 
Esta determinación se realizó sobre las muestras de plasma obtenidas durante 




6.4. Determinación de vasopresina plasmática 
 
 Los niveles de vasopresina plasmática fueron determinados por 
radioinmunoensayo por el laboratorio de Análisis Clínicos “Bioanalítica – Dr. Sergio 
Damilano”, Junín 933 Piso 1, CABA. Las muestras fueron analizadas por duplicado y 





Los animales de los distintos grupos etarios, jóvenes y adultos, fueron 
anestesiados con etiluretano (1,0 g/kg, ip), para evitar las interferencias provocadas por 
la contracción del músculo esquelético durante las determinaciones. La temperatura 




corporal se monitoreó con un termómetro rectal y se mantuvo entre 36 y 37°C durante 
todo el periodo experimental.  
 
A los efectos de realizar el ecocardiograma, el tórax de los animales fue rasurado 
bajo condiciones asépticas. Posteriormente, los animales se colocaron en posición de 
decúbito lateral izquierdo para realizar las determinaciones. Las diferentes medidas 
fueron evaluadas en el eje corto a nivel de las valvas de la válvula mitral en el plano 
paraesternal derecho. Se obtuvieron imágenes en modo M bidimensionales utilizando 
un sistema Sonascape (A6 Vet) acoplado a un traductor de 9-4Mhz. Se evaluaron: los 
volúmenes de fin de diástole (VFD), fin de sístole (VFS), volumen sistólico (VS) y 
fracción de eyección (FE).  
 
 
6.6. Evaluación de la función renal 
 
Los animales fueron colocados en jaulas metabólicas dos días previos a la 
recolección de orina para su adaptación (un animal por jaula). La recolección de orina y 




 Volumen de filtrado glomerular (VFG) como: 
VFG=(cretinina urinaria/creatinina plasmática) x volumen urinario (Vu) 
 Clearence osmolar (Closm ml/min cada 100g de rata) como: 
Closm= (osm urinaria/osm plasma) x Vu 
 Reabsorción de agua libre de solutos (TcH20 ml/min cada 100g de rata) como: 
TcH20= Closm – Vu 
 




El análisis del sodio plasmático y urinario (mEq/l) se realizó con un analizador de 
iones Tecnolaob T-410. La osmolaridad plasmática y urinaria se obtuvo por medio de 
un osmometro, μOsmetteTM. Modelo 5004 de precisión System Inc.  
 
 
6.7. Determinación del volumen plasmático 
 
Se empleó el colorante Azul de Evans (método de Wang, 1949).  
Solución madre: compuesta por 200 ul de colorante en 1 ml H2O. 
 
Patrón de absorbancia: dilución de la solución madre a Volumen final: 200 ml, 
Absorbancia: 610 nm. 
 
Se le inyecta a cada animal 0.8 ml de solución madre, luego se obtiene el plasma y se 
fraccionan 200 ul para esta determinación. Se toman 150 ul de plasma y se llevaron a un 
volumen final de 2,5 ml H2O destilada. Luego se midió la absorbancia a 610 nm en el 
espectrofotómetro. 
Luego se calcula el volumen plasmático a través la siguiente ecuación: 
 
 
VP = Abs estándar x dil mtra x vol inyección 




6.8. Determinación del agua total 
 
El agua total se estimó como la diferencia entre el peso húmedo y peso seco, 
este último se obtiene por la colocación de la rata muerta en un horno a 100 º C 
durante 48 horas.  
 




6.9. Determinación de nitritos y nitratos urinarios 
 
Los nitritos y nitratos fueron medidos en orina utilizando la reacción de Griess  
descripta por Verdon y colaboradores (Verdon y col, 1995). 
 
Se utilizaron los siguientes reactivos: 
 
Glucosa 6 fosfato 
Glucosa deshidrogenasa 
Buffer fosfato 14 mM pH=7.3 
 
Estos conforman la solución mezcla 
Nitrato reductasa 
NADPH 2 Mm 
Reactivo de Griess/ sulfonamide 1% N naftilendiamino 0.1 % 
 
Cada reactivo fue preparado con ácido ortofosfórico 2.5 % P/V 
 
Se preparan soluciones estándares con las cuales se realizó una curva de 
calibración. La reacción que se genera es colorimétrica, la cual es medida en 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 546 nm.  
    
 
6.10. Estudio del sistema de NO  
 
6.10.1. Determinación de la actividad histoquímica de la óxido nítrico 
sintasa mediante la técnica NADPH diaforasa 
 
6.10.1.2. Conservación de los órganos y procesamiento de las muestras 
 
La determinación de la actividad histoquímica NADPH-diaforasa fue utilizada 
para evaluar la actividad total de la NOS. Los animales fueron anestesiados con éter 




etílico y mediante una toracotomía se les extrajo el corazón. Se eliminaron los restos de 
sangre y grasa lavando los órganos con solución salina (NaCl 0.9%). Posteriormente, se 
separó la aurícula derecha y el ventrículo izquierdo. Los órganos fueron fijados con una 
solución de paraformaldehido al 4 % en buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.4, durante 24 
horas (Rothe y col. 1998). Los tejidos se crioprotegieron colocándolos en una solución de  
sacarosa al 5% en buffer fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4, durante 2 horas y luego en una 
solución de sacarosa al 25 % en el mismo buffer hasta que los trozos de los órganos se 
depositen en el fondo del frasco. Luego se embebieron los trozos de tejidos en OCT 
4583 de Tissue Tek y se congelaron a –20ºC. Se realizaron cortes de 14 m en criostato 
Leitz que fueron recogidos en portaobjetos gelatinizados. Se delimitaron los diferentes 
cortes ubicados en el portaobjeto con un círculo realizado con un crayón de óleo, para 
su posterior tratamiento histológico.  
 
6.10.1.3. Tinción histoquímica 
 
La reacción de coloración se realizó utilizando la solución de trabajo compuesta 
por los distintos componentes que se describen a continuación: 
 
Buffer PBS-TRITÓN (buffer fosfato 0.1 M; pH; 7.4 + 0.3 % de TRITON) 
Solución madre del colorante azul de nitrotetrazolio (2 mg/ml buffer PBS/TRIRON) 
1 mg de βNADPH/ml PBS-TRITON 
 
La solución de trabajo utilizada fue la siguiente: 
 
1 mg de βNADPH 
0.9 ml de Buffer PBS-TRITON 
100 µl de solución madre del colorante 
 




Una vez preparada la solución de trabajo se cubrieron las secciones de tejido con 
200 µl con esta solución en cada portaobjeto. Posteriormente se incubaron 1 hora en 
estufa a 37 ºC, luego se volcó la solución y se realizaron 2 lavados de 2 minutos cada  
uno con buffer fosfato 0.1 M; pH 7.4. Luego los cortes fueron montados en 
PBS/glicerol [1:3] y cubiertos con portaobjetos y conservados al abrigo de la luz. 
 
6.10.1.4. Análisis de las imágenes   
 
 La observación y las fotografías se realizaron con un microscopio Zeiss 
Axiophot. Las imágenes de los diferentes cortes se obtuvieron con microscopía óptica y 
se transfirieron utilizando una cámara de video conectada a un sistema de análisis de 
imágenes. Las imágenes fueron digitalizadas en un ordenador con una resolución de 
512x512 pixeles que corresponden a 140x140 m (la magnificación primaria es de 
40X). La capacidad de resolución de cada pixel es de 256 niveles de grises. Este tipo de 
programa normaliza la tinción en forma automática respecto a una escala de grises y el 
valor medido puede ser transformado en densidad óptica (DO) aplicando la siguiente 
fórmula DO= log (155/x). Donde x es el valor medido en escala de grises.  El 
promedio de cada DO se obtuvo de la medición de la DO en diferentes áreas de la 
misma sección y de diferentes secciones de la misma muestra. Cada grupo de 
mediciones fueron realizadas por el mismo observador a ciegas y en las mismas 
condiciones de iluminación, ganancia y magnificación. En todos los casos se tuvo 
especial cuidado de fijar y procesar los tejidos controles y experimentales en forma 
simultánea. Para evitar variaciones debidas al proceso técnico, la temperatura y el 
tiempo de incubación fueron estrictamente controlados y las muestras fueron 






























6.10.2 Actividad de la óxido nítrico sintasa -método de la conversión de 
[14C(U)]-L-arginina a [14C (U)]-L- citrulina  
 
6.10.2.1. Conservación de los órganos y procesamiento de las muestras 
 
Luego de realizado el periodo experimental, se sacrificaron los animales por 
decapitación para la extracción del corazón y ambos riñones. Los tejidos rápidamente 
fueron colocados en solución fisiológica fría (4°C), se lavaron y se separó la aurícula 
derecha (AD) y el ventrículo izquierdo (VI) del corazón y la médula interna renal de 
ambos riñones. Posteriormente, se pesaron los tejidos y se transfirieron a un vaso de 
precipitado con buffer de homogeneización conteniendo un cóctel de inhibidores de 
proteasas. Los homogenatos obtenidos fueron guardados rápidamente a –70°C hasta el 

















Esquema de la Técnica Histoquímica de la NADPH-diaforasa 
 
NO 




6.10.2.2. Preparación de homogenatos 
 
Se colocaron los tejidos en un triturador (OMNI internacional 2000) con 2 ml 
de buffer de homogeneización por gramo de tejido. La composición del buffer de 
homogeneización permitió la extracción de las proteínas de estudio de los tejidos sin 
romper las organelas intracelulares y minimizó la proteólisis porque contiene 
inhibidores de proteasas y ácido etilendiamino tetra-acético (EDTA, quelante de 
cationes divalentes). Además, la adición de DTT evitó la oxidación de la NOS. Los 
homogenatos fueron centrifugados a 12.000 g, durante 10 minutos, a 4ºC en una 
centrifuga refrigerada (Sorvall, Superspeed RC2-B). Los sobrenadantes fueron  
fraccionados en alícuotas y se reservaron a –70ºC hasta el momento de realizar los 
siguientes ensayos.  
 
6.10.2.3. Determinación total de proteínas 
 
La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Lowry (Lowry y 
cols., 1951). Se realizó la siguiente  curva de calibración (vol final= 200 l):  
Estándar: seroalbúmina bovina 1 mg/ml  (Lowry y cols.,  1951) 
 
g 5 10 20 40 60 80 100 120 
Estándar (l) 5 10 20 40 60 80 100 120 
Agua (l) 195 190 180 160 140 120 100 80 
 
La reacción de determinación de proteínas consistió en incubar durante 10 
minutos el estándar o la muestra con 1 ml de reactivo C. Posteriormente, se agregó 0.1 
ml del reactivo de Folin (dil 1/3), se agitó y se incubó durante 30 minutos. Finalmente  
 se leyó la absorbancia en el espectrofotómetro a 700 nm. La concentración de 
proteínas de la muestra se interpoló en la curva de calibración. 




Luego de realizados los procedimientos descriptos a los animales, se sacrificaron 
por  decapitación para la extracción del corazón  y ambos riñones (n=7). Los tejidos 
fueron procesados como se describió anteriormente en el punto 6.10.2.1. 
Posteriormente se incubó 50 µg de proteínas del homogenizado en un buffer Tris-HCl 
(pH 7,4) conteniendo 1mg/ml de L-arginina, [14C (U)]-L-arginina (346 Ci/ mL), L-
valina (67 mM), NADPH (1 mM), calmodulina (30 nM), tetrahidrobiopterina (5/M) y 
CaCl2 (2 mM) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Al final del periodo de 
incubación, la reacción se detuvo mediante la adición de una solución buffer HEPES 
20 mM y 20 mM EDTA, pH 5,5. Luego las muestras fueron eluidas por una columna 
de resina de intercambio catiónico (AG50W, Bio-Rad). Luego se cuantificó la cantidad 
de [14C(U)]–L-citrulina eluida en el contador centelleo líquido (Wallac 1414 
WinSpectral; EG&G Company, Turku, Finland) (Costa y cols., 2007). 
  
 
6.10.3.  Medición de niveles proteicos de las isoformas de la óxido nítrico 
sintasa y proteínas regulatorias por western blot 
  
6.10.3.1. Preparación de las muestras  
 
Dependiendo del contenido de proteínas de la muestra (n=7), determinado 
previamente por el método de Lowry como se describió en el punto 6.10.2.3., se tomó 
el volumen necesario para sembrar 100 μg de proteínas en cada calle. La alícuota de 
muestra a sembrar se la mezcló con un volumen igual de buffer de carga (β-










6.10.3.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS  
 
Gel separador (8% acrilamida, pH=8.8) 
Acrilamida (30%) 4.0 ml 
SDS (10%) 0.2 ml 
Tris-HCl (1.5 M; pH=8.7) 4.5 ml 
H2O (bidestilada) 6.3 ml 
TEMED 20 μl 
S2O8(NH4)2 (15%) 100 μl 
 
Gel concentrador (5% acrilamida, pH= 6.8) 
Acrilamida (30%) 1.0 ml 
SDS (10%) 83 μl 
Tris-HCl (1.0 M; pH=6.8) 2.0 ml 
H2O (bidestilada) 5.0 ml 
TEMED 20 μl 




Se utilizaron geles de poliacrilamida de 10 x 12 cm de 10 calles cada gel. Una vez 
polimerizada la acrilamida, se sembraron las muestras y un marcador de peso (Bio-Rad). 
Posteriormente se colocaron los geles en una cuba vertical (Bio-Rad) sumergidos 
totalmente en buffer de electroforesis conectada a una fuente de poder (PowerPacTM 
HC Bio-Rad) para realizar la electroforesis a una corriente constante de 140 V hasta que 
el frente de corrida salió del gel, y el marcador  de peso molecular  de 18 kDa (rojo) 









6.10.3.3. Transferencia a una membrana de nitrocelulosa 
 
Las proteínas, previamente separadas en el gel, fueron transferidas a una 
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad; 0.45 μm), para lo cual se apoyó un filtro (Extra 
Thick Blot Paper Bio-Rad), la membrana de nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida y por 
último otro filtro, todo humedecido en buffer de tranferencia, sobre una placa anódica 
de platino y se cubrió con otra placa catódica (Trans-Blot SD Bio-Rad), y se conectó a 
la fuente de poder (PowerPacTM HC Bio-Rad) durante 30 minutos a 25 volts. Para 
verificar que la siembra y la transferencia se realizaron de manera uniforme, se tiñó la 
membrana con rojo Ponceau S (0.5 % de rojo Ponceau S en ácido acético 1%). En 
todos los casos, la intensidad de la tinción fue uniforme entre las calles, indicando que 
la cantidad de proteínas sembradas fue semejante en todas las calles. 
 
6.10.3.4. Bloqueo  
 
Luego de la transferencia se bloqueó la membrana de nitrocelulosa para evitar la 
adsorción inespecífica de los reactivos inmunológicos. El bloqueo se realizó mediante la 
incubación de la membrana con leche en polvo descremada diluida al 5% en buffer 
TBS-Tween, durante una hora bajo agitación, a temperatura ambiente. 
Finalizado el bloqueo, se descartó la solución y se realizaron 5 lavados de 5 




Para detectar las diferentes isoformas de la NOS y las proteínas regulatorias (cav 
1 y 3) se utilizó un anticuerpo primario policlonal generado en conejo anti-eNOS, anti-
iNOS, anti-nNOS, anti-cav 1, anti-cav 3. Se incubó la membrana de  nitrocelulosa con 
agitación  suave over-night a 4°C con una dilución 1:500 del anticuerpo primario en 
buffer TBS-Tween con seroalbúmina bovina al 0.5%(m/v). Al día siguiente, para 




remover el exceso de anticuerpo primario no unido a la membrana, se realizaron 5 
lavados de 5 minutos cada uno con buffer TBS-Tween a temperatura ambiente, con 
agitación suave. Posteriormente, la membrana se transfirió a otro recipiente 
conteniendo el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo generado en cabra (Bio-Rad) 
conjugado con peroxidasa del rabanito diluido 1:5000 en TBS-Tween con seroalbúmina 
bovina al 0.5%(m/v), y se la incubó con agitación suave durante una hora a 
temperatura ambiente. Luego la solución se descartó y se realizaron 5 lavados de 5 
minutos cada uno para remover el exceso de anticuerpo secundario.  
Para el revelado se utilizó el sistema de detección ECL (Amersham). Este 
sistema es más sensible que  otros sistemas de detección no radioactivos (detecta hasta 
1 pg de antígeno) y produce una señal que puede ser removida de la membrana 
permitiendo el uso de otras sondas sobre la misma muestra. La peroxidasa de rabanito 
ligada al anticuerpo secundario, en un medio alcalino y en presencia de activadores 
químicos como el fenol, cataliza la reacción de oxidación del luminol. Esta reacción 
quimioluminiscente aumenta la intensidad de luz emitida 1000 veces e incrementa el 
período de emisión de luz. Dado que la luz emitida presenta un pico máximo a una 
longitud de onda de 428 nm, se puede detectar la quimioluminiscencia utilizando placas 
autorradiográficas sensibles a la luz azul. La cantidad de luz emitida, es proporcional a 
la cantidad de anticuerpo primario unido a la proteína de interés. Las placas 
autorradiográficas fueron expuestas a la membrana durante 3-5 minutos en un cuarto 
oscuro y sumergidas durante dos minutos en solución reveladora, dos minutos en agua, 
dos minutos en fijador y lavadas con agua. Se obtuvieron imágenes digitales de las 
placas autorradiográficas utilizando un scanner y se analizó la densidad de las bandas 
utilizando un software adecuado. En todas las membranas donde se detectó positividad 
para las distintas isoformas de la NOS y caveolinas se realizó la cuantificación de β-








6.11. Estudio de AQP2 
 
6.11.1. Conservación de los órganos y procesamiento de las muestras 
 
Luego de finalizado el periodo experimental, los animales fueron sacrificados 
por decapitación para la extracción de ambos riñones (n=7/cada grupo). 
Posteriormente, los tejidos fueron colocados en solución fisiológica fría (4°C), se 
lavaron, y se separó la médula renal interna de ambos riñones. Luego, el tejido medular 
fue pesado y guardado rápidamente a –70°C hasta el momento de realizar los 
experimentos. 
 
6.11.2. Preparación de homogenatos 
 
Los tejidos de médula interna descongelados fueron colocados en un triturador 
(OMNI internacional 2000) con 2 ml de buffer de homogeneización por gramo de 
tejido. La composición del buffer de homogeneización permite la extracción de las 
proteínas de estudio de los tejidos sin romper las organelas intracelulares y minimiza la 
proteólisis porque contiene inhibidores de proteasas y ácido etilendiamino tetra-acético 
(EDTA, quelante de cationes divalentes). Los homogenatos fueron centrifugados a 
12.000 g, durante 10 minutos, a 4ºC en una centrifuga refrigerada (Sorvall, Superspeed 
RC2-B). Los sobrenadantes fueron  fraccionados en alícuotas y se reservaron a –70ºC 
hasta el momento de determinar los niveles proteicos totales de AQP2.  
Para el análisis de los canales de agua AQP2 en la fracción microsomal y 
citosólica de la medula interna renal, se realizó centrifugación diferencial. Se colocaron 
la médula renal interna proveniente de los animales de los distintos grupos del 
protocolo 1 en el buffer de homogenización previamente descripto (n=7/cada grupo). 
Luego de la homogenización del tejido, los homogenatos fueron centrifugados a 5000 g 
durante 10 minutos (fracción nuclear); se separó el sobrenadante y luego se centrifugó a 
11000g durante 10 minutos para separar la fracción mitocondrial. El sobrenadante se 




centrifugó dos veces a 16000 g durante 70 minutos. Posteriormente, se separó el 
sobrenadante (fracción citosólica) y el sedimento (fracción microsomal) se suspendió en 
el buffer de homogenización. Finalmente, ambas fracciones fueron almacenadas a -
70°C hasta el momento de realizar la cuantificación de proteínas (método de Lowry) y 
de los niveles proteicos de los canales de agua AQP2.  
La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Lowry descripto 
en el punto 6.10.2.3. 
 
 
6.11.3. Cuantificación de niveles proteicos de AQP2 por western blot 
 
 6.11.3.1. Preparación de la muestra  
 
Dependiendo del contenido de proteínas de la muestra (n=7), determinado 
previamente por el método de Lowry como se describió en el punto 6.10.2.3., se tomó 
el volumen necesario para sembrar 100 μg de proteínas en cada calle. La alícuota de 
muestra a sembrar se la mezcló con un volumen igual de buffer de carga y la mezcla se 
calentó a 100ºC durante 2 minutos. 
 
6.11.3.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS  
 
Gel separador (12% acrilamida, pH=8.8) 
Acrilamida (30%) 6.0 ml 
SDS (10%) 150 μl 
Tris-HCl (1.5 M; pH=8.7) 3.75 ml 
H2O (bidestilada) 5.02 ml 
TEMED 20 μl 
S2O8(NH4)2 (15%) 100 μl 
 
 




Gel concentrador (5% acrilamida, pH= 6.8) 
Acrilamida (30%) 1.0 ml 
SDS (10%) 83 μl 
Tris-HCl (1.0 M; pH=6.8) 2.0 ml 
H2O (bidestilada) 5.0 ml 
TEMED 20 μl 
S2O8(NH4)2 (15%) 100 μl 
 
 
Se utilizaron geles de poliacrilamida de 10 x 12 cm de 10 calles cada gel. Una vez 
polimerizada la acrilamida, se sembraron las muestras y un marcador de peso (Bio-Rad). 
Posteriormente se colocaron los geles en una cuba vertical (Bio-Rad) sumergidos 
totalmente en buffer de electroforesis conectada a una fuente de poder (PowerPacTM 
HC Bio-Rad) para realizar la electroforesis a una corriente constante de 140V hasta que  
el frente de corrida salió del gel y el marcador  de peso molecular  de 18kDa (rojo) llegó 
al extremo inferior (aproximadamente 60 minutos).  
Posteriormente se realizó la transferencia a una membrana de nitrocelulosa y el 




Para detectar los canales de agua AQP2 se utilizó un anticuerpo primario 
policlonal generado en conejo anti-AQP2 de rata (dilución  1:1000). Se incubó la 
membrana de  nitrocelulosa con agitación suave over-night a 4°C con el anticuerpo 
primario en buffer TBS-Tween con seroalbúmina bovina al 0.5% (m/v). Al día 
siguiente, se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con buffer TBS-Tween a 
temperatura ambiente, con agitación suave para remover el exceso de anticuerpo 
primario no unido a la membrana. Posteriormente, la membrana se transfirió a otro 
recipiente conteniendo el anticuerpo secundario policlonal de cabra  anti-IgG de conejo 
(Bio-Rad) conjugado con peroxidasa del rabanito (dilución 1:5000 en TBS-Tween con 




seroalbúmina bovina al 0.5% (m/v)) y se la incubó con agitación suave durante una 
hora a temperatura ambiente. Luego, se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno 
para remover el exceso de anticuerpo secundario.  Posteriormente realizó el revelado y 
la cuantificación como previamente se expuso en el punto 6.10.3.5. 
 
 
6.11.4. Inmunomarcación de AQP2 con partículas de oro (inmunogold) y 
posterior observación por microscopía electrónica 
 
6.11.4.1. Conservación de los órganos y procesamiento de las muestras 
 
Al finalizar el período experimental, los animales de todos los grupos fueron 
sometidos a una perfusión intracardíaca primero con PBS y luego con una solución de 
paraformaldehído al 4% más glutaraldehído al 0,50% en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4 
durante 2 horas. Posteriormente, fueron lavados durante toda la noche con una 
solución de sacarosa (0,32M) en el mismo buffer, deshidratado con etanol 70° y 
embebido previamente durante toda la noche en una resina LR White utilizando 
peróxido de benzoilato como iniciador. Todas estas operaciones fueron realizadas a 
4°C. La inclusión final y la polimerización se realizaron a 50°C durante 48 horas. Se  
hicieron secciones ultrafinas (90 nm de espesor) con un ultramicrótomo Porter-Blum y 
luego fueron montadas en grillas de níquel (300 mesh). Finalmente, se realizó la 




Las secciones fueron preincubadas con seroalbúmina bovina al 3% diluida en 
buffer fosfato y tritón X-100 (0,01%) a 4 °C durante 30 minutos, seguida de una 
incubación durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo monoclonal anti AQP2 (dil 
1:1000). Se realizaron lavados de las secciones (6 de 10 minutos cada uno) y se 




incubaron con un anticuerpo IgG de cabra anti conejo marcado con partículas de oro 
de 10 nm (dil 1/50) en buffer Tris salino-BSA (TBS-BSA), pH: 8 a temperatura 
ambiente durante 60 minutos. Las grillas se lavaron una vez con buffer TBS y dos veces 
con agua destilada y luego fueron sumergidas en una solución de glutaraldehído al 2% 
durante 5 minutos. Finalmente, las secciones fueron teñidas con acetato de uranilo al 
1% y citrato de plomo (solución de Reynolds). 
Las microfotografías fueron obtenidas utilizando un microscopio electrónico 
Zeiss C10 en el Instituto de Biología Celular y Neurociencia “Prof. E. De Robertis”  
(UBA). Los controles negativos fueron realizados omitiendo los anticuerpos primarios. 
Se realizó un análisis cuali-cuantitativo sobre cada microfotografía obtenida con el 
objeto de determinar la abundancia de marcación positiva para AQP2 tanto en la 
membrana plasmática como en el citoplasma de las células principales de los túbulos 
colectores medulares renales. 
 
 
6.12. Análisis histológico 
 
6.12.1. Procesamiento de las muestras 
 
Luego de realizado el periodo experimental (n=4/ cada grupo), se extraen ambos 
riñones y el corazón. Posteriormente, los tejidos fueron sumergidos en formaldehído al 
10% (v/v) en solución fosfato 0.1M (pH 7.2), durante una hora. Los tejidos fueron 
cortados longitudinalmente con bisturí y sumergidos nuevamente en formaldehído al 
10% (v/v) en solución fosfato 0.1M (pH 7.2) para fijarlos. Posteriormente, se los 













Las secciones obtenidas fueron sumergidas en xilol para eliminar el exceso de 
parafina. Luego, las secciones fueron pasadas por una serie de alcoholes en 
concentración decreciente para rehidratar la muestra (100°, 95° y 70°). Se lavaron en 
agua para eliminar exceso de alcohol. Se sumergieron en hematoxilina por 10 minutos,  
luego se lavaron en agua para eliminar excesos y se pasó rápidamente por alcohol. Se 
lavaron nuevamente y se sumergieron 30 segundos en eosina. Posteriormente, se 
pasaron por otra serie de alcoholes, esta vez en orden creciente (70°, 95° y 100°) para 
deshidratar las secciones y se colocaron durante 10 minutos en xilol. Finalmente,  se 
realizó el montaje final para su observación al microscopio.  
 
6.12.2.2. Tricrómico de Masson 
 
Las secciones obtenidas fueron sumergidas en xilol para eliminar el exceso de 
parafina. Luego las secciones fueron pasadas por una serie de alcoholes en 
concentración decreciente para rehidratar la muestra (100°, 95° y 70°). Se lavaron en 
agua corriente para eliminar el exceso de alcohol. Se sumergen en hematoxilina férrica 
durante 10 minutos y se lavaron con agua corriente durante 10 minutos. 
Posteriormente, se tiñeron con la solución de escarlata-fucsina ácida durante 2-5 
minutos y se lavaron con agua destilada. Luego se tratarán con la solución de ácido 
fosfomolíbdico-fosfotúngstico durante 10-15 minutos, en caso que se vayan a  colorear 
con la solución de azul de anilina, o en la solución acuosa de ácido fosfotúngstico al 5% 
durante 15 minutos si se desea teñir con verde luz. Teñir con solución de azul de anilina 
durante 15 minutos o con solución de verde luz 5 minutos. Lavar con agua destilada. 
Diferenciar en la solución de ácido acético al 1% durante 3-5 minutos. Posteriormente, 
se pasaron por otra serie de alcoholes, esta vez en orden creciente (70°, 95° y 100°) para 




deshidratar las secciones y se colocaron durante 10 minutos en xilol, y finalmente se 
realizó el montaje final para su observación al microscopio.  
 
6.12.2.3. Tinción peryodica de Schiff  
 
Las secciones obtenidas fueron sumergidas en xilol para eliminar el exceso de 
parafina. Luego las secciones fueron pasadas por una serie de alcoholes en 
concentración decreciente para rehidratar la muestra (100°, 95° y 70°). Se lavaron en 
agua destilada para eliminar exceso de alcohol. Posteriormente se sumergieron en 
solución de ácido periódico durante 5 minutos a temperatura ambiente (18–26 °C). 
Luego se realizaron 5 lavados con agua destilada, se sumergieron los tejidos en el 
reactivo de Schiff durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-26ºC) y se lavaron 
con agua corriente durante 5 minutos. Luego se contra tiñeron las secciones con 
hematoxilina durante 2 minutos seguido de un lavado con agua corriente. Finalmente, 
los tejidos se deshidrataron mediante el pasaje por alcoholes en orden creciente (70°, 
95° y 100°), se colocaron durante 10 minutos en xilol y finalmente se realizó el montaje 
final su observación al microscopio.  
 
 
6.13. Análisis de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 
Se determinaron las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) en los 
homogenatos de las distintas muestras con el uso de un método espectrofotométrico 
basado en la reacción del ácido 2-tiobarbitúrico (Bird RP y col. 1984). Cada órgano se 
homogeneizó en fosfato sódico 100 mM y 120 mM de potasio buffer de cloruro (pH 
7,40) y se centrifugó a 900 g por 5 min a 4 ° C. TBARS se detectaron a 532 nm, usando 
un espectrofotómetro (Hitachi, Tokio, Japón). El coeficiente de extinción molar (1,54 x 
105 M-1 • cm-1) permite calcular la concentración de malondialdehído. Los resultados 




fueron expresados en nmol / mg de proteína. El contenido de proteína se determinó 
por el método de Lowry et al. descripto en 6.10.2.3. 
 
 
6.14. Análisis Estadístico  
 
Los datos se expresaron como la media ± error estándar de la media (EEM). 
Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el análisis de la varianza de una variable 
(ANOVA) seguido de una prueba de Bonferroni para múltiples comparaciones. El test 
de Levene y Shapiro-Wilk se utilizaron para evaluar la homogeneidad de las varianzas y 
normalidad de los datos, respectivamente. En el caso de varianzas no homogéneas se 
utilizó el test de Tamhane. Se utilizó la prueba de la t de Student para comparar los 
datos apareados o no apareados entre dos grupos. Para detectar la correlación entre 
variables se realizó un análisis de regresión lineal y se calculó el coeficiente de Pearson 
para cada caso.  
Se consideró significativo el 5% de probabilidad. Para el análisis estadístico se 
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7.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PRELIMINAR 
 
Desde su descripción temprana como un factor relajante derivado del endotelio, 
el NO ha emergido como una molécula de señalización fundamental para la regulación 
de prácticamente todas las funciones celulares críticas, así como un potente mediador 
en una amplia gama de condiciones patológicas. Además, un amplio número de 
estudios han proporcionado pruebas de que el NO está implicado en la regulación de la 
homeostasis de fluidos y nutrientes, como ya ha sido mencionado en la introducción. 
(Moncada y Higgs, 1995; Mornagui, 2006; Stern, 2004). Teniendo en cuenta estos 
antecedentes se decidió en una primera etapa, evaluar la participación de este sistema en 
la adaptación cardiovascular durante un estado hipovolémico inducido luego de 24 y 72 
horas de restricción de agua, y en una segunda etapa, evaluar si la biodisponibilidad del 
sistema del NO se modifica con el avance de la edad. 
A continuación se presenta el protocolo experimental preliminar y los resultados 
que muestran la actividad de la NOS cardiovascular y los niveles de proteína en ratas 
jóvenes (2 meses) y adultas (12 meses), así como el efecto de la restricción de agua 
luego de 24 y 72 horas sobre este sistema. Con este objetivo, se analizó el perfil 
bioquímico para validar que el modelo de restricción de agua provoca un estado de 
deshidratación. Asimismo, también se evaluaron los parámetros hemodinámicos y la 









7.1.1.  Diseño experimental preliminar:   Modelo de deshidratación 24 y 72 horas de 
restricción de agua  
 
Los animales de 2 y 12 meses de edad fueron asignados al azar en dos grupos:  
 
Grupo control (n = 15 cada grupo): en este grupo las ratas tuvieron acceso continuo a la 
comida y al agua.  
Grupo con restricción de agua (n = 15 cada grupo): las ratas fueron privadas de agua durante 
24 o 72 horas, pero teniendo acceso continuo a la alimentación.  
 
A continuación, se presenta el esquema del protocolo experimental: 
 
 
Parámetros ExperimentalesAdaptación 2 días Parámetros Basales
1 día 24 o 72 horas de 
restricción de agua/ 
agua ad libitum sacrificio
 
 
Los animales fueron colocados en jaulas metabólicas (un animal por jaula) para 
la adaptación al medio ambiente durante dos días antes del comienzo de los 
experimentos.  
Parámetros hemodinámicos, parámetros bioquímicos, y el peso corporal, se 
evaluaron después del período de adaptación, y al final del período experimental. Al 
finalizar este último período, los animales fueron sacrificados mediante decapitación 
para la posterior extracción del corazón y la aorta torácica.  
 
 









7.2. RESULTADOS PRELIMINARES 
 
7.2.1. Parámetros hemodinámicos 
 
Los resultados muestran que la presión arterial sistólica (PAS) sólo se modificó 
en animales de 2 meses, recién a las 72 horas de restricción de agua con un aumento del 
20% de la misma. En los animales adultos se observó una disminución significativa de 
este parámetro tanto a las 24 como 72 horas luego de inducido el estado hipovolémico, 
siendo la reducción del 9 y 12%, respectivamente. La restricción de agua de 24 y 72 
horas, incrementó la frecuencia cardiaca (FC) en ambos grupos etarios, (Tabla 4).  
 
7.2.2. Parámetros bioquímicos 
 
En relación a los parámetros bioquímicos, se observa que la restricción de agua 
durante 24 horas, no modificó los valores de la concentración de sodio sérico y de la 
osmolaridad en ambos grupos etarios. Luego de las 72 horas de restricción estos 
parámetros se incrementaron en ambos grupos de ratas, presentando, el sodio sérico, 
Jaulas metabólicas  




un aumento del 6 % en ratas de 2 meses y 8% en ratas de 12 meses. En cuanto a la 
osmolaridad plasmática, este aumento fue del 10% para animales de 2 meses y 9 % para 
los animales de 12 meses de edad. La restricción de agua durante 24 y 72 horas, redujo 
el peso corporal y aumentó el hematocrito en ratas de 2 y 12 meses de edad, en 
comparación con los valores basales respectivos (Tabla 4). 
 
 . 
Tabla 4.  Efecto de la restricción de agua de 24 y 72 horas sobre parámetros 
bioquímicos y hemodinámicos 
Tiempo (horas) Basal 24 72
Edad (meses) 2 12 2 12 2 12
PAS (mmHg) 110 ± 3 114 ± 3 113 ± 1 104 ± 2* 132 ± 3* 100 ± 3*
FC (lpm) 371 ± 7 382 ± 5 402 ± 5* 424 ± 6* 480 ± 4* 532 ± 6*
Na+ Sérico (mmol/l) 136. ± 0.44 137 ± 2 137 ± 0.70 140 ± 4 144 ± 1* 148 ± 1*
Osmolaridad Plasmática
(mOSM) 293 ± 3 294 ± 1 294 ± 2 292 ± 1 323 ± 1* 320 ± 1*
Peso Corporal (g) 281 ± 2 550 ± 4 270 ± 4* 514 ± 4* 216 ± 4* 440 ± 3*
Hematocrito (%) 43 ± 1 44 ± 1 47 ± 1* 50 ± 1* 47 ± 1* 49 ± 1*
 
Valores basales y luego de la restricción correspondiente, expresados como media ± error 












7.2.3. Tejido cardíaco 
 
7.2.3.1. Actividad NADPH diaforasa  
 
La Figura 3 muestra la actividad histoquímica de la NOS en aurícula (panel A) y 
en el ventrículo (panel B). El avance de la edad aumenta la actividad de la NOS, 
observándose una mayor actividad en ratas controles de 12 meses en comparación con 
ratas controles de 2 meses de edad. Luego de la restricción de agua, se observó en la 
aurícula (panel A) de los animales de 2 meses, un aumento de la actividad (32 %) luego 
de 72 horas. Sin embargo, los animales adultos, presentaron un aumento significativo, 
tanto a las 24 como 72 horas de realizada la restricción de agua (18 y 27 %, 
respectivamente). En el panel B, se observó que la actividad de la NOS, la restricción 
de agua de 24 y 72 horas, no produjo ningún cambio significativo en los animales de 2 
meses de edad. Un patrón diferente se presentó con el avance de la edad, ya que la 
restricción de agua durante 24 y 72 horas aumentó la actividad en los animales adultos 
(67 y 39 %, respectivamente).  
 




























Figura 3. Actividad histoquímica NADPH-diaforasa. Panel A representa la actividad de la 
NOS total de la AD. El panel B, representa la actividad de la NOS total en VI. Los paneles A y 
B muestran ambos grupos etarios, de 2 y 12 meses de edad. Los datos se expresan como la 
media ± EEM, n = 15 por grupo; * P <0,05 respecto al grupo control; # P <0,05 versus su 
respectiva rata de 2 meses de edad. 




7.2.3.2. Niveles proteicos de NOS cardiaca 
 
La Figura 4 ilustra, mediante la técnica del western blot, los niveles proteicos de 
las distintas isoformas de la NOS, tanto en aurícula como en ventrículo, en ambos 
grupos etarios. Los homogeneizados de ambos tejidos, mostraron una reactividad 
positiva contra los anticuerpos de eNOS y nNOS. Sin embargo, no se observó reacción 
con el anticuerpo de iNOS. La restricción de agua no cambió los niveles de proteína de 
eNOS en comparación con los niveles controles en ambos grupos etarios. En relación a 
los niveles proteicos de nNOS en las ratas controles, en ambos tejidos, fueron mayores 
en los animales adultos en comparación con los animales jóvenes. La restricción de 
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Figura 4. Contenido proteico de eNOS y nNOS en aurícula derecha (panel A y panel C, 
respectivamente) y ventrículo izquierdo  (panel B y D, respectivamente). Homogenizados de 
aurícula derecha y ventrículo izquierdo provenientes de ratas controles (C) y deshidratadas 
durante 24 y 72 horas. Analisis mediante la técnica western blot. Los histogramas ilustran la 
media de los niveles proteicos de las diferentes isoformas de la NOS para cada grupo etario. 
Cada western blot fue normalizado con los niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. 
n=5; *P < 0.05 versus su respectivo Control. 
 
 




7.2.4. Tejido Aórtico 
 
 7.2.4.1. Actividad NADPH diaforasa 
 
La Figura 5 representa la actividad histoquímica NADPH-diaforasa en el 
endotelio y músculo liso de la arteria aorta. El panel A muestra que tanto en endotelio 
como en músculo liso, la actividad histoquímica de la NOS, fue mayor según avanza la 
edad. Luego de la restricción de agua de 72 horas, en los animales de 2 meses, se 
observó tanto en el endotelio como en el músculo liso, un aumento de este parámetro 
(63 y 88%, respectivamente). Sin embargo, la actividad endotelial no se modificó 
después de 24 y 72 hs de restricción de agua en los animales de 12 meses de edad. En 
cambio en el músculo liso, se observó una reducción en la actividad luego de de 24 y 72 
horas de restricción de agua en estos animales (7% y 16 %, respectivamente) (panel A). 
 
7.2.4.2. Niveles proteicos de NOS en aorta 
 
La Figura 5 (panel B) muestra que los niveles de proteína eNOS en aorta 
fueron mayores en animales de 12 meses en comparación con los animales de 2 meses 
de edad. La restricción de agua no modificó los niveles en aorta torácica de esta 
proteína eNOS en ningún grupo etario.  
 

































       
Figura 5. Panel A. Actividad histoquímica NADPH-diaforasa de la NOS en la arteria aorta, 
(endotelio y el músculo liso) en ratas de 2 y 12 meses de edad. Los datos se expresaron como la 
media ± EEM, n = 15 por grupo; * P <0,05 respecto al grupo control. Panel B. Los 
histogramas ilustran la media de los niveles proteicos de la isoforma correspondiente de la 
eNOS para cada grupo. Cada blot fue normalizado con los niveles proteicos de β-actina de los 




7.2.5. Nitritos y nitratos urinarios 
 
La excreción basal de nitritos y nitratos (NOx) en orina fue significativamente 
mayor en animales de 12 meses en comparación con los de 2 meses de edad. La 
restricción de agua durante 24 y 72 horas redujo la excreción urinaria de nitritos y 
nitratos en los animales jóvenes (47 y 81%, respectivamente) en comparación con los 
valores basales. Mientras tanto, se observa un aumento significativo en la excreción de 




estos parámetros urinarios en animales de 12 meses de edad (193 y 389%, 
respectivamente) en comparación con los valores basales (Tabla 5). 
 
 




Basal 24 hs 72 hs
2 meses 2.33 ± 0.61 1.23 ± 0.10 * 0.44 ± 0.29 *
12 meses 2.90 ± 1.01*# 8.50 ± 1.91 *# 14.19 ± 1.02 *#
 
Valores expresados como media ± error estándar de la media (EEM) n = 30 por grupo, *P < 




Sobre la base de los resultados obtenidos precedentemente, y a modo de  
conclusión parcial se sugiere que la respuesta en la actividad del sistema del NO es 
heterogénea y dinámica dependiendo del grado de restricción de líquido y de la edad. La 
restricción de agua impacta sobre el sistema cardiovascular induciendo cambios en la 
actividad de la NOS en los animales jóvenes y en los adultos. 
La literatura científica muestra diferentes trabajos tanto en animales como en 
humanos relacionados al impacto de la reducción de la ingesta de líquidos. Teniendo en 
cuenta los datos obtenidos y la conclusión parcial, en una segunda etapa se continúo el 
estudio de la participación del sistema del NO en la adaptación no sólo cardiovascular 
sino también renal, pero en este caso utilizando un modelo de restricción controlada de 
agua a largo plazo. Por otro lado, los resultados preliminares también mostraron que el 
avance de la edad, es un factor preponderante que influye al sistema del NO ante una 




restricción de líquido de pocos días. A continuación se presenta el protocolo 
experimental correspondiente a la segunda etapa de este trabajo de tesis.  
 
7.3. Diseño experimental:   Modelo de deshidratación por restricción controlada de agua 
a largo plazo 
 












Período de Adaptación: 2 días antes del inicio del período experimental las ratas fueron 
colocadas en las jaulas metabólicas. 
Período de Deshidratación: las ratas fueron privadas de agua durante 3 días. 
Período de Hidratación: las ratas consumieron agua ad libitum durante 1 día. 
 
Según fue demostrado por Gharbi y colaboradores, la deshidratación crónica por 
restricción controlada de agua a largo plazo se considera verdadera, dado que un día de 
hidratación, no permitiría al animal restablecer su estado basal (Gharbi N y col., 2004). 
Teniendo en cuenta el modelo propuesto, los animales de 2 y 16 meses de edad fueron 
divididos en los siguientes grupos experimentales: 
 
Hidratación 1 día Adaptación 2 días 
 
 
Deshidratación 3 días 
3 días 
 
1 CICLO  
 




Grupo E1: Los animales fueron sometidos a una deshidratación crónica que consiste en 
privarlos de agua durante 3 días, seguidos de 1 día de hidratación (1 ciclo), repitiéndose 
este ciclo 8 veces (32 días). Luego los animales fueron sacrificados. 
 
Grupo C1: Las ratas consumieron agua ad libitum durante todo el período experimental, 
representando un estado de hidratación normal. Los animales fueron sacrificados al 
cabo de 32 días, equivalentes a 8 ciclos. 
 
 














7.4.1. Variables biológicas  
 
Los efectos de la restricción controlada de agua sobre las diferentes variables 
biológicas estudiadas, se muestran en la Tabla 6. Los resultados muestran que los 
animales que fueron sometidos a una restricción controlada de agua, presentaron un 
estado de deshidratación severa. En ambos grupos de animales, se redujo el peso 
Adaptación (2 días) 8 ciclos de deshidratación (32 días) 
Sacrificio 
Adaptación (2 días) H2O ad libitum (32 días) 
Sacrificio 




corporal (Jóvenes: 36 %, Adultos: 32 %), a pesar del hecho de que el consumo de 
alimentos no varió significativamente durante este período en ambos grupos de 
animales. La disminución del peso corporal se acompaña de otros  cambios 
observables, como la sequedad de la piel y las mucosas (signo positivo de los pliegues 
cutáneos), extremidades frías, debilidad y aumento de la sed (evaluada en el día de la 
hidratación del último ciclo). Este último parámetro fue significativamente mayor en los 
animales jóvenes comparado con los animales adultos (Basal Joven: 12,5 ± 1,2 ml/24 
hs.100g, E1 Joven 31,0 ± 1,6 * ml / 24 hs.100g y Basal Adulta: 7,74 ± 0,4 † 
ml/24hs.100g, E1 Adulta: 23,5 ± 1,7 * ml/24 hs.100g; * p < 0,05 vs basal, † p < 0,05 
vs joven).  
El contenido total de agua y el volumen plasmático después de período de 
restricción de agua, estaban disminuidos significativamente en ambos grupos etarios. 
Los ciclos de deshidratación causaron, además del aumento de los niveles 
plasmáticos de AVP,  hemoconcentración secundaria a hipovolemia, que se evidencia 
por el aumento del hematocrito, osmolaridad plasmática y sodio sérico.  
En relación a las determinaciones hemodinámicas, los resultados indican que los 
valores de PAS y FC basales, fueron similares entre animales jóvenes y adultos. Luego 
de la restricción de agua, ambos grupos de animales, presentaron menor PAS en 
comparación con sus respectivos valores controles. En relación a la FC, se observa un 
aumento de este parámetro en el grupo de animales jóvenes mientras que una 



















Tabla 6. Determinaciones biológicas 
Parámetros Jóvenes Adultas
VB E1 VB E1
Peso corporal (g) 303 ± 11 194 ± 7* 611 ± 14 † 414 ± 16*†
Comida consumida 
(g/24hs.100g)
8.91 ± 0.51 8.54 ± 0.39 4.76 ± 0.70 † 6.71 ± 0.49
Hematocrito (%) 47 ± 1 56 ± 1* 40 ± 1 62 ± 2*
Osmolaridad plasmática 
(mOSM)
310 ± 2 355 ± 7* 308 ± 2 337 ± 4*
Na+ sérico (mEq/l) 133 ± 1 138 ± 1* 133 ± 1 140 ± 1*
Volumen plasmático 
(ml/100g)
3.7 ± 0.2 2.9 ± 0.1* 3.2 ± 0.2 2.6 ± 0.3*
Volumen total de agua 
(ml/100g)
65.9 ± 0.9 61.7 ± 0.4* 61.8 ± 0.3 58.3 ± 0.8*
Vasopresina (pg/ml) 6.4 ± 1.8 37.5 ± 1.2* 5.8 ± 1.2 24.4 ± 0.9*†
 
Valores basales (VB) y valores luego de la deshidratación (E1) de grupos de ratas jóvenes y 
adultas. Valores expresados como media ± error estándar de la media (EEM) n = 15 por 




































































Figura 6. Presión arterial sistólica y frecuencia cardiaca. Valores basales (VB) y valores luego 
de la deshidratación (E1) de grupos de ratas jóvenes y adultas Valores expresados como 
media ± error estándar de la media (EEM) n = 15 por grupo, *P < 0.05 con su respectivo 





En la Tabla 7 se muestran los datos de los ecocardiogramas realizados en todos 
los grupos de animales. Los resultados muestran un aumento significativo en los VFD y 
VFS con el avance de la edad, no observándose cambios luego de la restricción de agua. 
Los valores de la FE no se alteran con el avance de la edad ni luego de realizada la 
restricción de agua. En la Figura 7 se muestra una imagen representativa de un trazado 





    




Tabla 7. Ecocardiagramas.  
Parámetros Jóvenes Adultas
C1 E1 C1 E1
VFD (ml) 0.11 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.26 ± 0.02 † 0.27 ± 0.01 † 
VFS (ml) 0.020 ± 0.001 0.013 ± 0.02 0.070 ± 0.001 † 0.067 ± 0.002 †
VS (ml) 0.090 ± 0.003 0.080 ± 0.011 0.193 ± 0.021 † 0.220 ± 0.015 †
FE (%) 81 ± 3 82 ± 2 73 ± 4 76 ± 2
 
Volumen de fin de diástole (VFD), volumen de fin de sístole (VFS), fracción de eyección 
(FE) y volumen sistólico (SV) de grupo control (C1) y grupo con restricción de agua (E1) 
tanto en animales jóvenes como adultos.  Valores expresados como media ± error estándar 
de la media (EEM) n = 15 por grupo, *P < 0.05 respecto a su control; †P < 0.05  versus su 


































Figura 7. Imágenes ecocardiográficas representativas en modo-M de animales controles 
jóvenes (panel A), deshidratados jóvenes (panel B), controles adultos (panel C) y 




7.5.  NOS en el sistema cardiaco 
 
7.5.1. Aurícula derecha 
 
7.5.1.1. Actividad de NOS  
 
En la Figura 8 se ilustra la actividad total de la enzima NOS en homogenatos de AD 
provenientes de animales controles y experimentales jóvenes y adultos. Los resultados 
muestran que las ratas adultas del grupo control, exhibieron menor actividad de la NOS en 
comparación con los animales controles jóvenes. Luego de realizada la restricción controlada 
de  agua, la actividad de NOS auricular se redujo tanto en las ratas jóvenes como en las 
adultas en comparación con animales controles de la misma edad.  







































                    
 
  
Figura 8. Actividad de NOS en solubilizados de aurícula derecha provenientes de ratas controles 
(C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. n=7; *P < 0.05 versus su respectivo Control; †P < 




7.5.1.2. Niveles proteicos de NOS 
 
En la Figura 9 en los paneles A, B y C se muestran los análisis de los niveles 
proteicos de las tres isoformas de la NOS determinados mediante la técnica de western 
blot. Los histogramas representan la relación entre el valor de la media de los niveles 
proteicos de la NOS y los niveles proteicos de β-actina para los diferentes grupos de 
animales. Los resultados muestran que los niveles proteicos de las tres isoformas de la 
NOS fueron menores en las ratas adultas. Además, se puede observar que la restricción 
controlada de agua no indujo cambios significativos de ninguna de las tres isoformas de 









7.5.1.3. Niveles proteicos de las caveolinas  
 
La Figura 10 ilustra los niveles proteicos de cav 1 y cav 3 en el tejido de AD 
proveniente de los distintos grupos de animales. El panel A muestra que los niveles 
proteicos de cav 1 fueron mayores en la adultez de los animales controles. Dichos 
niveles proteicos se incrementaron en aquellos grupos que fueron sometidos a la 
deshidratación crónica. Con respecto a los niveles proteicos de cav 3, se observó que 
no hubo cambios significativos ni con el avance de la edad ni con la restricción 


















Figura 9. Contenido proteico de e-NOS (panel A); i-NOS (panel B) y n-NOS (panel C). 
Solubilizados de AD provenientes de ratas controles (C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y 
adultas. Se analizaron por la técnica western blot. Los histogramas ilustran la media de los 
niveles proteicos de la isoforma correspondiente de NOS para cada grupo. Cada blot era 
normalizado con los niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. n=7; *P < 0.05 versus su 















Figura 10. Contenido proteico de cav 1 (panel A) y cav 3 (panel B). Solubilizados de AD 
provenientes de ratas controles (C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. Se analizaron por la 
técnica western blot. Los histogramas ilustran la media de los niveles proteicos de la isoforma 
correspondiente de la cav para cada grupo. Cada blot era normalizado con los niveles proteicos 
de β-actina de los mismos geles. n=7; *P < 0.05 versus su respectivo Control; †P < 0.05 versus 




7.5.1.4. Niveles de sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
en AD 
 
Los niveles de TBARS fueron significativamente mayores en los animales 
controles de edad más avanzada. Sin embargo, la restricción de agua durante un mes, 

















    
 
 Figura 11. Niveles de TBARS. Controles (C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. n=7; *P 
< 0.05 versus su respectivo control; †P < 0.05 versus su respectivo animal joven.  
 
 
7.5.2. Ventrículo izquierdo 
 
7.5.2.1. Actividad de NOS  
 
Figura 12. Esta figura ilustra la actividad de NOS del VI. El avance de la edad 
provocó un aumento de la actividad de la enzima, en animales sometidos y no 
sometidos, al tratamiento de restricción de agua. Además, se puede observar que la 



















































Figura 12. Actividad de la NOS en solubilizados de VI provenientes de ratas controles (C1) y 
deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. n=7; *P < 0.05 versus su respectivo Control; †P < 0.05 




7.5.2.2. Niveles proteicos de NOS 
 
 En relación al análisis de los niveles proteicos de la isoforma constitutiva de la 
NOS (eNOS) se observo una disminución con el avance de la edad, sin embargo, no se 
evidenciaron cambios en las otras isoformas enzimáticas en grupos controles. Cuando 
se evaluó el impacto de la restricción controlada de agua, durante un mes, los niveles 
proteicos de NOS, no mostraron cambios significativo de ninguna de las isoformas, en 
ambos grupo etario. (Figura 13 paneles A, B y C). 
 
7.5.2.3. Niveles proteicos de las caveolinas 
 
 La Figura 14 muestra los niveles proteicos de las cav 1 y cav 3 en solubilizados 
de VI. Los hallazgos mostraron una disminución significativa con el avance de la edad 
(paneles A y B). La restricción controlada de agua indujo un aumento en los niveles 




proteicos de dichos reguladores sobre la actividad enzimática, en ambos grupos etarios 




Figura 13. Contenido proteico de e-NOS (panel A); i-NOS (panel B) y n-NOS (panel C). 
Solubilizados de ventrículo izquierdo provenientes de ratas controles (C) y deshidratadas  (E1) 
jóvenes y adultas. Se analizaron por la técnica western blot. Los histogramas ilustran la media de 
los niveles proteicos de la isoforma correspondiente de la NOS para cada grupo. Cada blot era 
normalizado con los niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. n=7; *P < 0.05 versus su 










    
 
Figura 14. Contenido proteico de cav 1 (panel A) y cav 3 (panel B). Solubilizados de ventrículo 
izquierdo provenientes de ratas controles (C) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. Se 
analizaron por la técnica western blot. Los histogramas ilustran la media de los niveles proteicos 
de la isoforma correspondiente de la cav para cada grupo. Cada blot era normalizado con los 
niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. n=7; *P < 0.05 versus su respectivo control; 
†P < 0.05 versus su respectivo animal joven.  
 
 
7.5.2.4. Niveles de sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
en VI 
 
Los niveles de TBARS fueron significativamente mayores con el avance de  la 
edad. Este parámetro no mostro cambios luego de realizada la restricción de agua en 












                             
 
Figura 15. Niveles de TBARS. Controles (C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. n=7; *P < 
0.05 versus su respectivo control; †P < 0.05 versus su respectivo animal joven.  
 
 
7.5.3. Estudio histológico del corazón 
 
Fotos representativas de las distintas coloraciones histológicas de cortes de 
tejido cardiaco provenientes de ratas de los distintos grupos etarios, se muestran en las 
Figuras 16–17. En ratas controles jóvenes, se observó, la típica estructura cardíaca, sin 
alteraciones morfológicas, mientras que las ratas controles adultas, mostraron ciertas 
modificaciones en las proyecciones de las células, modificando su histoarquitectura 
(Figura 16). No se detectaron áreas de fibrosis tanto en animales jóvenes como adultos 
de grupos controles (Figura 17). 
Cuando los animales fueron sometidos a la restricción de agua, se observó 
células fragmentadas y estasis con dillatación vascular. Estas características se 
evidenciaron mayoritariamente en el grupo de ratas adultas (Figura 16) 
La cuantificación morfométrica corroboró, al menos en parte,  que las 
alteraciones morfológicas mayoritareamente correspondieron al grupo de ratas adultas. 
(C1 32%; E1 116% * ratas jóvenes y C1 36%; E1 208 * †% ratas adultas *P < 0.05 













Figura 16. Flechas negras indican células cardíacas fragmentadas y vasos con marcada 
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Figura 17. Detección de fibrosis. Áreas de fibrosis teñidas en azul, se observaron luego de la 
restricción controlada de agua,  en las ratas jóvenes (flecha de puntas negras) en comparación 
con los controles. Las flechas de punta blanca indican la fibrosis presente, luego de realizada la 
restricción de agua en ratas adultas en comparación con sus controles.  
Cuantificación morfométrica. Fueron analizados diez campos 200× de cada sección, utilizando 
una cuadrícula superpuesta creada con un software de análisis de imágenes (Image Pro Plus 
6.0.0.260, Media cibernética. USA). Se contó el número de puntos superpuestos a la tinción de 
colágeno azul y, se calculó el porcentaje de área azul de colágeno a nivel tisular. Los datos se 
expresan como media ± SD (n = 15 por grupo), *P < 0.05 versus su respectivo Control; †P < 








7.6. Estudio del riñón  
 
7.6.1. Parámetros funcionales 
 
La Tabla 8 muestra que las ratas adultas presentan una disminución de la 
osmolaridad urinaria con respecto a los animales jóvenes. Contrariamente, el avance de 
la edad indujo un aumento significativo tanto en el volumen urinario como en el 
Closm, sin observarse cambios en el VFG.  Luego de la restricción de agua, el  
comportamiento de estos parámetros, fue similar en ambos grupos etarios, 
observándose un incremento en la osmolaridad urinaria y una reducción en los demás 
parámetros estudiados. El TcH2O se mantuvo sin cambios significativos con el avance 
de la edad. La restricción de agua indujo una disminución de este parámetro en ambos 
grupos de animales.  
  
 
Tabla 8. Parámetros funcionales del riñon. 
Parámetros Jóvenes Adultas
VB E1 VB E1
Volumen urinario (ml/24hs) 12.0±0.7 3.6±0.5* 15.1±0.7 4.9±0.6*
Osmolaridad urinaria (mOSM) 2533±62 3198±64* 1773±59† 2701±99*† 
COsm (µl/min) 33.0±1.2 9.7±1.1* 50.5±1.7† 25.6±2.0*† 
VFG (ml/min) 1.43±0.12 0.47±0.11* 1.60±0.08 0.56±0.07* 
TcH2O (ml/24hs) 86.0±0,4 56.2±4.0* 71.3±0.4 35.1±4*
 
Valores basales (VB) y valores luego de la deshidratación (E1) de grupos de ratas jóvenes y 
adultas. VFG (volumen de filtrado glomerular), COsm (cleaarense osmolar), TcH2O 
(reabsorción de agua libre). Valores expresados como media ± error estándar de la media 
(EEM) n = 15 por grupo, *P < 0.05 versus su respectivo Control; †P < 0.05 versus su 
respectivo animal joven. 
 
 




7.6.2. Sistema del NO medular  
 
7.6.2.1.  Actividad de NOS  
 
La Figura 18 muestra la actividad de la NOS en segmentos de médula renal 
interna. La actividad enzimática se redujo con el avance de la edad. La restricción de 
agua provocó una disminución de la misma en ambos grupos etarios (jóvenes: 25%, 
































Figura 18. Actividad de la NOS en segmentos de medula renal interna. Ratas controles (C1) y 
deshidratadas (E1) jóvenes y adultas, n=7; *P < 0.05 versus su respectivo Control; †P < 0.05 




7.6.2.2. Niveles proteicos de NOS 
 
En la Figura 19 panel A, B y C se puede observar  que el avance de la edad no 
modificó los niveles proteicos de eNOS, iNOS y de nNOS. La restricción de agua no 









7.6.2.3. Niveles proteicos de las caveolinas 
 
 Figura 20. Niveles proteicos de cav 1 y cav 3, en medula renal interna. Esta 
figura muestra que los niveles proteicos de cav 1 fueron mayores en la adultez en los 
animales controles (panel A). Dichos niveles se incrementaron en ambos grupos de 
animales que fueron sometidos a la deshidratación. Con respecto a los niveles proteicos 
de cav 3, se observó que no hubo cambios significativos con el avance de la edad, sin 
embargo, cuando se produjo la restricción controlada de agua, estos niveles aumentaron 
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Figura 19. Contenido proteico de e-NOS (panel A); i-NOS (panel B) y n-NOS (panel C). 
Solubilizados de segmentos de médula renal interna provenientes de ratas controles (C1) y 
deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. Se analizaron por la técnica western blot. Los histogramas 
ilustran la media de los niveles proteicos de la isoforma correspondiente de la NOS para cada 
grupo. Cada blot fue normalizado con los niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. 













Figura 20. Contenido proteico de cav 1 (panel A) y cav 3 (panel B). Solubilizados de médula 
interna provenientes de ratas controles (C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. Se 
analizaron por la técnica western blot. Los histogramas ilustran la media de los niveles proteicos 
de la isoforma correspondiente de la cav para cada grupo. Cada blot fue normalizado con los 
niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. n=7; *P < 0.05 versus su respectivo control; 
†P < 0.05 versus su respectivo animal joven.  
 
 
7.6.3. Análisis de los canales AQP2 
 
7.6.3.1. Niveles proteicos de AQP2  
 
En la Figura 21 se analiza los niveles proteicos de AQP2.  Los resultados 
muestran que los animales adultos presentan menores niveles proteicos que los 
animales jóvenes. La restricción controlada de agua produjo un aumento de estos 
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Figura 21. Contenido proteico de AQP2 total. Solubilizados de segmentos de médula renal 
interna provenientes de ratas controles (C1) y deshidratadas (E1) jóvenes y adultas. Se 
analizaron por la técnica western blot. Los histogramas ilustran la media de los niveles proteicos 
de la isoforma correspondiente de la NOS para cada grupo. Cada blot fue normalizado con los 
niveles proteicos de β-actina de los mismos geles. n=7; *P < 0.05 versus su respectivo control; 
†P < 0.05 versus su respectivo animal joven.  
 
 
7.6.3.2. Cuantificación de la abundancia y localización subcelular de AQP2 
en médula renal interna mediante microscopía electrónica con partículas 
de oro  
 
Para confirmar los resultados descriptos anteriormente, y cuantificar la 
localización intracelular de los canales de AQP2, se examinó la cantidad y 
sublocalización de los mismos por inmunomarcación con partículas de oro y posterior  
observación mediante microscopía electrónica. La Tabla 9 muestra el análisis 








las microfotografías representativas del análisis cualitativo realizado. Dicho análisis 
reveló que las AQP2 se localizaron en las regiones apicales y subapicales en las células 
principales de los túbulos colectores medulares de los animales controles jóvenes y 
adultos. La cuantificación de la inmunomarcación arrojó como resultado que la 
densidad de las partículas totales (partículas/µm2) fue mayor en los animales jóvenes 
que en los animales adultos. La restricción controlada de agua durante 1 mes, aumentó 
la abundancia de los canales AQP2 en ambos grupos etarios (jóvenes: 205%, adultos: 
210%). Curiosamente la localización fue diferencial según el grupo etario estudiado. Las 
partículas de oro de animales adultos se acumularon en la región citoplasmática de la 
médula renal interna. En el grupo de animales jóvenes, el etiquetado fue localizado en la 
membrana apical, Figura 22.   
 
 
Tabla 9. Análisis cuantitativo de la marcación de AQP2 con partículas de oro 
mediante microscopía electrónica 
 
 C1  E1 
Jóvenes (partículas/μm2) 87±10 266±12* 
Adultas (partículas/μm2) 50±7† 155±11*† 
 
Grupo control (C1) y grupo con restricción de agua (E1) tanto en animales jóvenes como 
adultos.  Valores expresados como media ± error estándar de la media (EEM) n = 10 por 
















Figura 22. Localización subcelular de AQP2 mediante microscopía con partículas de oro. La 
marcación con flechas indica localización en la membrana apical y con cabeza de flecha en 














7.6.4. Estudio histológico del tejido renal 
 
Fotos representativas de las distintas tinciones histológicas de cortes de tejido 
renal provenientes de ratas de los distintos grupos se ilustran en las Figuras 23 y 24. 
 
En la Figura 23 se muestran las tinciones de hematoxilina-eosina 
correspondientes a la médula renal interna de los distintos grupos de animales. En estas 
figuras se observa que las ratas jóvenes no presentaron alteraciones aparentes de la 
estructura del tejido renal. Los cortes histológicos pertenecientes a las ratas adultas  
muestran los cambios típicos relacionados al avance de la edad. En los tejidos 
provenientes de las ratas jóvenes y adultas luego de la restricción de agua, se observó 
material eosinófilo en el interior de los túbulos de la médula renal (flechas blancas, 
Figura 23). La tinción peryódica de Schiff (Figura 24) mostro la existencia de 
alteraciones morfológicas probablemente debido al avance de la edad. Luego de la 
restricción de agua, los cortes en ratas adultas deshidratadas mostraron dilatación 


































Figura 23. Médula renal de ratas controles (C1) jóvenes y adultas, deshidratadas (E1) jóvenes y 
adultas. Hematoxilina-eosina (40×).     















Figura 24. Médula renal de ratas controles (C1) jóvenes y adultas y de ratas deshidratadas (E1) 
jóvenes y adultas. Flecha negra indica marcada dilatación tubular con edema insterticial (cabeza 










     Discusión 








Una hidratación adecuada es esencial para la homeostasis humana y la supervivencia, 
además de garantizar la función de diferentes órganos blanco, entre ellos el corazón y el riñón. 
Aunque es conocido que el sistema del NO está involucrado en varios procesos fisiológicos y 
fisiopatológicos del organismo, aún es poco claro el impacto que posee este sistema en el 
control de la función cardiovascular y renal durante un estado hipovolémico inducido por una 
restricción de ingesta de líquido según avanza la edad.    
 
En la primera etapa de este trabajo de tesis los resultados obtenidos sugieren  
que el estado hipovolémico establecido luego de 24 y 72 horas de restricción de agua 
induce cambios hemodinámicos, que estarían relacionados con el sistema del NO, 
con la magnitud de la restricción de agua, y con el avance de la edad.  
En este contexto, al evaluar la PAS, se observa que, luego de 24 horas de 
restricción de agua, no se han generado cambios significativos en los animales de 2 
meses de edad. Sin embargo, en los animales de 12 meses, se indujo una 
disminución de este parámetro (9%). La respuesta ante el impacto del estrés hídrico 
en la PAS, inducido por la restricción de agua durante 72 horas, fue diferente entre 
los dos grupos de animales. Los animales jóvenes aumentaron la PAS en un 20%, 
mientras que los animales adultos la redujeron un 15%, cada grupo en comparación 
con sus respectivos valores basales. Diversos autores, sugieren que la restricción de 
agua produce un aumento de diferentes sistemas y/o factores neurohumorales 
(sistema renina-angiotensina, AVP, vía simpáticoadrenal, sistema del NO, 
endotelinas, entre otros) en ratas deshidratadas (Gardiner y Bennett, 1985;  Scrogin, 
1999; Stocker, 2002). Nuestros hallazgos sugieren que la PAS no disminuye luego de 
24 horas de restricción de agua en los animales jóvenes, debido, al menos en parte, a 
la eficiencia compensadora que se desencadena luego del estado hipovolémico. No 
obstante, esta respuesta podría alterarse con el avance de la edad. Al analizar la FC 
en ambos grupos etarios, se observa que la misma aumenta luego de la restricción de 




agua, influenciada mayoritariamente por la magnitud de la deshidratación que por el 
avance de los años. 
Por otra parte, cabe destacar que la restricción de agua, no sólo provoca 
cambios hemodinámicos, sino que también es causante de alteraciones en el sistema 
cardiovascular, donde la producción de NO participaría en su adaptación ante un 
estrés osmótico. El estudio del sistema del NO realizado en el presente trabajo de 
tesis, muestra que la actividad del NO cardíaco (tanto en AD como en VI) en 
animales controles, es mayor en ratas de 12 meses de edad, en comparación con 
ratas de 2 meses. Varios estudios han proporcionado pruebas de que el avance de la 
edad, se acompaña de una disminución progresiva de la función del sistema 
cardiovascular (Ferrari, 2003; McLean, 1983). Por lo tanto, sería probable que el 
proceso natural de envejecimiento por sí mismo también altere la producción de 
NO para mantener la respuesta cronotrópica, que se observó en ambos grupos 
controles.  
Al analizar la actividad de NOS durante el periodo de restricción de agua, se 
observa un comportamiento diferente según el tejido y la magnitud de la restricción 
de agua, en ambos grupos etarios. En animales de 2 meses, luego de 24 horass de 
restricción de agua, tanto en AD como en VI, no se evidencian cambios en la 
actividad de NOS,  respecto de sus valores basales. Sin embargo, en AD luego de 72 
horas de restricción de agua, se observa un aumento en la actividad de dicha enzima. 
En cambio, en ratas de 12 meses de edad, la actividad enzimática de  NOS luego de 
24 y 72 horas de restricción de agua se incrementó en ambos tejidos. En el corazón 
envejecido, alteraciones en la inervación simpática establecería que la participación 
del sistema del NO sea más necesaria.  Estos resultados reflejan que probablemente 
el deterioro del tono simpático represente un factor que contribuye a la respuesta 
cardiovascular relacionada  con la edad en nuestra condición experimental. Sin 
embargo, no se puede descartar  el hecho de que las modificaciones cardíacas sean 
también debidas, al menos en parte, a cambios en la función renal ante un estrés 
osmótico durante el envejecimiento.  
 
El análisis de Western blot reveló que los niveles proteicos de las diferentes 
isoformas de NOS no se modifican luego de la restricción de agua. Por lo tanto, los 




cambios en la producción y / o biodisponibilidad de NO pueden deberse a 
alteraciones en la regulación de su actividad independientemente de los niveles 
proteicos. Es importante señalar que los niveles proteicos de nNOS en la AD y VI 
fueron más altos en los animales controles de 12 meses de edad, en comparación 
con ratas controles de 2 meses. Estos hallazgos pueden explicarse dado que nNOS 
puede inhibir la función de la Ca2+-ATPasa en el retículo sarcoplásmico (SERCA2), 
lo cual conduciría a una disfunción contráctil en el corazón envejecido. Esta 
observación proporcionaría evidencia de la importancia de esta isoforma durante el 
proceso de envejecimiento.  
 
En cuanto a la función fisiológica del NO en el tejido vascular, se evaluó la 
actividad de NOS en los segmentos de la arteria aorta torácica. Los resultados 
muestran que la actividad histoquímica de NOS, en el endotelio y en el  músculo liso 
de la aorta, fue mayor en animales adultos controles, en comparación con los 
jóvenes controles. Estos hallazgos podrían inferir que el sistema del NO se ajusta 
con la edad cronológica en el mantenimiento de la hemodinamia. Además, al evaluar 
la actividad enzimática en endotelio y músculo liso, luego de 72 horas de restricción 
de agua, se observa que la misma se incrementa en ratas de 2 meses de edad en 
comparación con el grupo control. Estos resultados sugieren que estos cambios 
serían provocados por el aumento de la presión arterial en este grupo de animales. 
En relación al grupo de ratas de 12 meses de edad,  la restricción de agua luego de 
24 y 72 horas no evidenció cambios en la actividad de NOS en el endotelio de la 
aorta, en comparación con el grupo control. Sin embargo, en el músculo liso, el 
estrés osmótico disminuye la actividad enzimática, luego de ambos períodos de 
restricción de agua en este grupo etario. 
 El análisis de transferencia Western blot reveló que los niveles de proteína 
eNOS aumentaron en la arteria aorta con el envejecimiento. La restricción de agua 
en ambos períodos no modifica los niveles de esta proteína en ninguno de los 
grupos de animales estudiados. 
 
 Se ha descripto que el proceso natural de envejecimiento  altera la función 
vascular (Barton, 1997). En los animales de 12 meses de edad una menor respuesta 




vascular se desencadenaría ante agentes estresantes, como la restricción de agua. 
Además, no se puede descartar que el estrés oxidativo relacionado con la edad 
pudiera ser otro factor importante que contribuye a la disfunción vascular en ratas 
adultas. 
 Por otra parte, al evaluar los nitritos y nitratos (NOx)urinarios se observan 
modificaciones ante el estrés osmótico inducido por restricción de agua. Es de 
señalar  que la producción endógena de NO podría ser afectada por la actividad 
física, por la ingesta de alimentos, entre otros factores. Los diferentes grupos de 
animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura controlada y con una 
dieta balanceada durante todo el tiempo experimental. Por lo cual, se podría asumir 
que la variabilidad intra-animal en relación a NOx urinarios,  refleja principalmente 
los cambios inducidos por restricción de agua en  la tasa de producción de NO 
endógeno. Como se mencionó anteriormente, en relación a los valores de la PAS, es 
probable que en los  animales de 2 meses de edad la reducción que se observa en 
NOx urinarios,  no tuviera implicancia en la regulación hemodinámica, luego de 24 
horas de restricción de agua, como la que se evidencia a las 72 horas. Shin y 
colaboradores, mostraron evidencias que sugieren que en animales jóvenes la 
restricción de líquido disminuye la excreción renal de Na+ y los niveles plasmáticos 
de péptido natriurético auricular,  alterando el filtrado glomerular, lo cual conduciría 
a una menor excreción de NOx urinarios (Shin y cols, 1998). Interesantemente, los 
animales de 12 meses de edad mostraron un perfil diferente de excreción de NOx 
urinarios,  luego de 24 y 72 horas de restricción de agua. El aumento que se observa 
en este parámetro contribuiría a la disminución de la PAS en ambos períodos 
experimentales en este grupo etario. 
 
Luego de analizar el estudio preliminar acerca del efecto de la restricción de 
agua por 24 y 72 horas sobre el NO cardiovascular en ratas de 2 y 12 meses de edad, 
y teniendo en cuenta que períodos de restricción más prolongados en modelos de 
edad más avanzada no han sido del todo explorados, la segunda etapa de tesis se 
focalizó en estudiar el efectos de la restricción controlada de agua a largo plazo en 
animales de 2 y 16 meses de edad. 
 




En esta segunda etapa de tesis, se demostró que la restricción de agua 
durante un mes, fue eficaz para establecer un estado hipovolémico en ambos grupos 
de edad, habiendo sido considerados los resultados obtenidos del hematocrito, la 
osmolaridad  plasmática y el sodio sérico. La deshidratación se clasifica como grave 
cuando la pérdida de peso corporal es superior a 15% (Gabor Szinnai, 2005).  A pesar 
que no se observaron cambios en la ingesta de alimentos, durante el período 
experimental, nuestros resultados muestran que el estado de deshidratación fue 
grave en ambos grupos, dado que la pérdida del peso corporal fue del 32% y 29% 
en ratas jóvenes y adultas, respectivamente. Asimismo, el volumen total de 
contenido de agua y el volumen plasmático disminuyeron  luego de la restricción de 
agua en ambos grupos de animales en comparación con su respectivo control. 
Tomados en su conjunto, estos datos confirmaron que el modelo experimental 
provocó un estado hipovolémico, independientemente de la edad de los animales 
estudiados. 
Considerando la regulación neurohumoral de la función cardiovascular, el 
estudio del sistema del NO ha adquirido un creciente interés en los últimos años. El 
NO es uno de los factores involucrados en la modulación autonómica del corazón 
impactando sobre la fuerza de contracción y sobre la actividad marcapaso 
(Chowdhary y cols., 2002; Fellet y cols., 2006; Tamargo y cols., 2010). El estudio del sistema 
del NO en la AD muestra una reducción en la actividad de NOS asociada al proceso 
de envejecimiento, que acompaña a la disminución de la FC. Los cambios 
cronotrópicos con el avance de la edad siguen siendo controversiales, dado que 
algunos autores, informan que la FC se mantiene constante (Moreno C., 2002), 
mientras que otros, muestran que este parámetro es menor en ratas de edad más 
avanzada (Ostrom SR., 2002). En este modelo experimental de restricción controlada 
de agua a largo plazo, también se evidencia que es probable que el efecto del NO 
sobre la actividad marcapaso sea diferente con el avance de la edad, y no se puede 
descartar que otros fenómenos neurohumorales, así como el menor tono simpático, 
puedan estar afectando la actividad marcapaso. La bibliografía muestra que la 
hemodinamia se deteriora en los estadíos avanzados de la vida en diferentes 
modelos experimentales de rata (Anversa y cols., 1990; Pacher y cols., 2004). Además, 
otro factor, como la disfunción autonómica, podría estar involucrado en las 




alteraciones hemodinámicas asociadas al avance de la edad (Margiocco y cols., 2010). 
Sei y colaboradores observaron que la desensibilización  adrenérgica vinculada a una 
disfunción del baroreflejo afecta el control de la PA y de la FC durante el 
envejecimiento (Sei y cols., 2002). Por su parte, Chevalier y colaboradores mostraron 
que la disminución de la respuesta cardíaca a la estimulación simpática y vagal 
asociadas al avance de la edad podría deberse a una menor densidad de los 
receptores correspondientes (Chevalier y cols., 1991). 
En este contexto, y continuando con el estudio de las variables 
hemodinámicas, se evaluó la función cardíaca mediante ecocardiografía. Esta técnica 
constituye una herramienta sensible que permite determinar objetivamente la 
anatomía y la función miocárdica tanto en animales como en humanos (Urheim y 
cols., 2000; Sebag y cols., 2005; Weytjens cols., 2006). Al evaluar estos resultados, se 
observó que las ratas adultas presentan un mayor VFS y de VFD, mientras que la 
PAS fue similar en los grupos controles tanto de las ratas jóvenes como de las 
adultas. Estos hallazgos sugieren que un modulador cronotrópico, como el NO,  
estaría facilitando el aumento en el tiempo diastólico, y en consecuencia, el aumento 
de VFS y VFD para mantener la FE en las ratas adultas, lo cual contribuiría a 
mantener la PAS durante el proceso de envejecimiento. 
Al evaluar los niveles proteicos de las isoformas de la NOS en la AD de 
animales adultos, se observó que la disminución de la actividad de la NOS podría 
deberse a una reducción de los niveles proteicos de sus tres isoformas. Por otra 
parte, al analizar los niveles de los reguladores negativos de la actividad enzimática 
como es la cav 1, en este tejido, se observó que los animales adultos mostraron un 
aumento de la misma. Estos resultados podrían explicar la disminución de la 
actividad enzimática en el grupo de mayor edad.  Muñoz y colaboradores también 
demostraron que el avance de la edad induce un aumento de la expresión de 
caveolinas en otro tejido como el muscular (Muñoz y cols., 1996). Por su parte, 
Ostrom y colaboradores, sugieren que la abundancia de caveolinas puede alterar la 
función celular según avanza la edad, teniendo en cuenta que el NO generado por 
eNOS tiene un papel fisiológico importante para mantener el tono microvascular, el 
flujo de sangre, entre otros. (Ostrom, 2002). Además, el avance de la edad podría 
también estar asociado a una reducción en la biodisponibilidad de NO como una 




consecuencia de un aumento del estrés oxidativo impactando sobre el miocardio. 
En relación a nuestro protocolo experimental se observa un incremento en la 
peroxidación lipidíca  en ratas controles del grupo adulto en comparación con el 
grupo control joven. 
Los resultados observados luego de la restricción controlada de agua, 
mostraron  una disminución de la actividad de NOS en la AD en ambos grupos 
etarios, asociada al aumento de los niveles proteicos de cav-1.  Ratajczak y 
colaboradores mostraron que la disociación de caveolinas de las caveolas se 
relaciona con el proceso del envejecimiento y con la disfunción cardíaca, 
observándose una reducción en la actividad de NOS (Ratajczak. 2003). Con respecto 
a las acciones del NO sobre la FC intrínseca, los resultados del presente trabajo de 
tesis, sugieren que la menor producción de NO auricular en los animales 
deshidratados podría constituir un mecanismo compensador ante el estrés osmótico 
producido por la deshidratación. En el caso de los animales jóvenes los resultados 
obtenidos se correlacionan con los cambios de FC durante la restricción de agua. El 
aumento observado en los animales jóvenes, sugiere una mayor respuesta 
hemodinámica. Sin embargo, en ratas adultas, la FC se mantuvo sin cambios, lo que 
podría explicarse por una disminución de la respuesta al estado hipovolémico, 
relacionado con la edad. Además, no se puede descartar que en los animales adultos, 
también estuviera involucrada la existencia de una hiporeactividad autonómica. El 
avance de la edad y el estado hipovolémico actuarían sinérgicamente sobre los 
parámetros hemodinámicos estudiados en nuestro modelo experimental.  
Considerando las acciones inotrópicas del sistema de NO, y las alteraciones 
ecocardiográficas observadas en los animales experimentales se continuó con el 
estudio de dicho sistema en el VI. Los hallazgos muestran que la actividad de NOS 
aumentó durante el proceso del envejecimiento Esta mayor producción de NO  
estaría implicada, al menos en parte, en los cambios ecocardiográficos observados 
previamente. Los resultados del presente trabajo de tesis sugieren que el aumento de 
la producción de NO en esta cámara cardíaca favorecería la relajación ventricular 
izquierda, mejorando la distensibilidad ventricular, y facilitando el llenado ventricular 
para una mejor perfusión tisular. El NO podría actuar sobre algunos de los 




componentes involucrados en el acoplamiento excitocontráctil del músculo 
cardíaco.  
Como se mencionó, en la etapa preliminar de este trabajo de tesis, el sistema 
del NO actúa sobre los canales lentos de Ca2+ tipo L, sobre los receptores de 
rianodina del retículo sarcoplásmico, así como también sobre los SERCA2a (Tamargo 
y cols., 2006; Lim y cols., 2008). El efecto inotrópico negativo del NO también fue 
descripto por otros autores (Muller-Strahl y cols., 2000; Cawley y cols., 2011; Pires y cols., 
2012). Saavedra y colaboradores sugieren además que el aumento de la producción 
de este gas en la mitocondria, originaría una mayor cantidad de especies reactivas del 
oxígeno que serían responsables del deterioro de la mecánica y de la función 
cardiaca, así como también de la muerte celular relacionadas al envejecimiento 
(Saavedra y cols., 2002). Nuestros resultados indican que los niveles de TBARS en el 
VI fueron mayores en los animales adultos controles en comparación con las ratas 
jóvenes. 
Continuando con el estudio en el tejido ventricular, se observa que el 
aumento de la actividad enzimática de NOS con el avance de la edad, podría deberse 
a una disminución en los niveles proteicos de ambas caveolinas. Estos hallazgos 
indicarían que estas proteínas regulatorias tendrían un papel primordial en la 
regulación del sistema de NO impactando sobre la función cardíaca durante el 
transcurso de la vida. Como apoyo de esta hipótesis, los resultados obtenidos 
muestran que el período de  restricción de agua, la actividad de la NOS reducida se 
asocia a mayores niveles de cav 1 y cav 3 en ambos grupos etarios de animales.  Esto 
concuerda con Sears (Sear y cols, 2004) quien observó que una disminución de la 
actividad de NOS mejora la FE del ventrículo, probablemente para compensar la 
caída que genera la depleción de volumen sobre la PAS.  
Además, tal como se mencionó en la introducción, es conocido que se 
producen cambios en la morfología cardiaca con el avance de la edad, por lo cual se 
la analizó mediante la tinción con tricrómico en todos los grupos de animales. 
Sorprendentemente,  no se observaron alteraciones morfológicas en las ratas de 18 
meses comparadas con las de 2 meses. Estos resultados sugieren que 
probablemente,  los animales de este grupo etario no son lo suficientemente 
senescentes como para que se evidencien cambios en la citoarquitectura del 




miocardio. Sin embargo, luego de realizada la restricción controlada de agua, se 
observaron alteraciones estructurales más relevantes en el miocardio de los animales 
adultos. En este grupo de animales se aprecia un mayor desarrollo de fibrosis 
cardiaca en comparación con los jóvenes, probablemente para adaptar a las cámaras 
cardiacas, y de esa manera, mantener la función miocárdica en el grupo adulto que 
fue sometido a deshidratación.  
 
El riñón es otro de los órganos vitales cuya perfusión se encuentra severamente 
comprometida durante el estado hipovolémico. También es conocido que el avance de la edad así 
como el déficit volémico ocasionan un deterioro funcional sistémico que además de alterar la función 
cardiovascular participa en los cambios de  la hemodinamia renal y función tubular (Biondi 2012; 
Rodríguez-Gómez y cols., 2013). Gong y colaboradores, mostraron que la expresión de las 
principales AQPs renales pueden desempeñar un papel crítico en el desarrollo de alteraciones del 
balance de agua (Gong y col, 2003). Otros trabajos muestran evidencias acerca de una interacción 
del sistema del NO a través de una vía dependiente de GMPc en la translocación a membrana de 
la AQP2 (Bouley y col, 2008), incluso Combet y colaboradores han estudiado una potencial 
relación entre el sistema del NO renal como modulador de la expresión y localización de la AQP2 
en ratas senescentes (Combet y col., 2008). Si bien el riñón es uno de los órganos clave en el proceso 
de adaptación a la hipovolemia, los mecanismos subyacentes responsables de las alteraciones en la 
regulación renal del balance de agua y la participación del sistema del NO no han sido 
completamente dilucidados en nuestro modelo experimental. 
 
En esta tercera etapa, se evaluó el impacto de la restricción controlada de 
agua a largo plazo sobre el sistema del NO renal, y su participación en el manejo 
renal de agua durante el proceso natural del envejecimiento. Los resultados 
obtenidos muestran que la diuresis se mantuvo conservada en los animales controles 
a pesar de una menor ingesta de agua  según avanza la edad. No obstante, la 
magnitud de la disminución no fue suficiente como para generar alteraciones tanto 
en la osmolaridad plasmática como en la natremia. Estos hallazgos sugieren que las 
ratas adultas controles mantienen un estado euvolémico. Además, el envejecimiento 
tampoco modificó el volumen de filtrado glomerular. Si bien es conocido que el 
envejecimiento se asocia con una reducción progresiva de la función glomerular y 




del flujo sanguíneo renal (Khan y cols., 2013), es probable que la edad estudiada no 
llegue a modificar este parámetro. Se ha descripto que alteraciones en la 
funcionalidad renal dependerían de la cepa, del género y de las condiciones 
ambientales estudiadas (Baylis y Corman, 1998; Kanasaki y cols., 2012). Al analizar otros 
parámetros renales, se observa que las ratas controles adultas mostraron una 
reducción en la osmolaridad urinaria, acompañada de una disminución de la 
reabsorción de agua libre de solutos, en comparación a los animales controles 
jóvenes. Estos hallazgos concuerdan con resultados de otros trabajos que describen 
defectos en la concentración urinaria con la edad (Rowe y cols., 1976; Sands, 2003 y 
2012). Ledingham y colaboradores observaron que pacientes de edad avanzada 
presentaron alteraciones en la capacidad de concentración urinaria, sin alteraciones 
en el filtrado glomerular (Ledingham y cols., 1987). 
 
Por otra parte, en relación al complejo mecanismo de concentración urinaria 
es conocido que los canales AQP2, como así también el NO estarían involucrados 
en su regulación (Knepper y cols., 1999; Nielsen y cols., 2002; Bagnasco S, 2003; Sanches y 
cols., 2012). Reckelhoff y colaboradores encontraron que la producción de NO total 
disminuía en ratas de edad avanzada (Reckelhoff, 1993). Además, también se han 
propuesto otros mecanismos que pudieran explicar la menor producción de NO 
asociado con el proceso natural de envejecimiento, siendo los elevados niveles 
plasmáticos de dimetilarginina asimétrica uno de ellos (Schwartz et al, 2009). No 
obstante, otros autores mostraron que la producción de NO en la vasculatura renal 
se mantiene intacta en ratas de edad avanzada a pesar de la excreción de nitritos y 
nitratos disminuidos (Hill C. et al, 1997), y otros, que la médula renal exhibe una 
mayor actividad en animales adultos (Shin. et al, 1999). Se ha descripto al  sistema de 
NO renal como un importante factor que contribuye a la regulación del flujo 
sanguíneo medular y la resistencia vascular renal, estimulando la natriuresis y diuresis 
(Pérez-Rojas et al., 2010). Por lo cual, la actividad de la NOS reducida en los animales 
de 16 meses podría influir en la función medular modulando la inserción de AQP2 
en las células epiteliales de los túbulos colectores renales, afectando así la capacidad 
de concentración de orina en ratas controles adultas. Además, esta menor actividad 
se acompañó por una reducción en la abundancia y en los niveles proteicos de 




AQP2 en el conducto colector en comparación con el grupo control más joven. 
Teniendo en cuenta estos resultados, se realizó la microscopía electrónica para 
fortalecer los hallazgos obtenidos con el análisis de transferencia de Western blot de 
AQP2. El análisis de las fotografías mostró que los animales controles adultos 
presentaron un etiquetado en la densidad total de partículas inferiores a las 
observadas en las ratas controles jóvenes. Resultados de otros autores, también 
muestran un deterioro de la capacidad de concentrar la orina asociada a una 
disminución en la abundancia de estos canales en ratas senescentes (Preisser y cols., 
2000; Combet y cols., 2008).   
 
La regulación a largo plazo de la AVP sobre los canales AQP2 se basa en la 
estimulación de la translocación de los mismos desde las vesículas intracelulares a la 
membrana plasmática, proceso que implica la fosforilación de las AQP2 por la PKA 
en  el sitio [Ser256] (Marples y col, 1995). Además, esta regulación involucra 
mecanismos que alteran la abundancia total de este canal, y con ello, la respuesta 
aguda mediante el cambio del número de canales de agua en las células principales 
de los tubos colectores renales que pueden ser reclutados para el tráfico regulado 
por AVP (Terris y col, 1996). Estos mecanismos que caracterizan la regulación de la 
homeostasis hídrica a nivel de las células principales de los tubos colectores se 
ponen de manifiesto principalmente en el tubo colector medular (Christensen y col, 
2003; Marples y col, 1995). Al evaluar los niveles de AVP plasmáticos, se observó que 
el proceso natural del envejecimiento  no genera diferencias significativas entre los 
animales jóvenes y adultos del grupo control. Sin embargo, la proporción de AQP2 
ubicada en la membrana apical es menor en los animales adultos. Estos datos 
permiten sugerir que el envejecimiento estaría asociado con una regulación negativa 
de los canales de agua, AVP independiente. Estos resultados están de acuerdo con 
otras investigaciones donde se demostró una disminución en la abundancia de 
AQP2 y AQP3 en la medula renal durante el proceso de envejecimiento (Combet y 
col, 2001; Preisser y col, 2000).     
Al evaluar el impacto de la deshidratación sobre la función renal, en el 
presente trabajo se muestra que la respuesta renal varió significativamente con el 
avance de la edad. Se observó, tanto en animales jóvenes como adultos, una 




disminución en la tasa de filtración glomerular (joven: 67%; adultos: 65%). Los 
niveles plasmáticos de AVP se incrementaron en ambos grupos de animales después 
de la restricción de agua, siendo éste aumento menor en los animales adultos (320%) 
en comparación con los animales jóvenes (486%). Se ha descripto que la AVP 
aumenta la transcripción del ARNm de AQP2, mediante la vía del AMPc (Hasler, 
2009). Además, la AVP también incrementa la abundancia de estos canales de agua 
reduciendo la degradación proteosomal de esta proteína (Nedvetsky et al, 2010). 
Nuestros hallazgos mostraron que la deshidratación induce una mayor presencia de 
la abundancia de AQP2; lo cual indicaría que ambos mecanismos estarían 
implicados en la regulación de estos canales ante un estrés osmótico. 
Interesantemente, esta regulación de AQP2 observada en los animales adultos en 
comparación con los jóvenes durante la deshidratación, está de acuerdo con los 
hallazgos que se visualizan mediante la microscopia electrónica con partículas de 
oro, donde el grupo adulto presenta una menor densidad de las mismas. Estos datos 
reforzarían el hecho que se observa en los animales que fueron sometidos a la 
restricción controlada de agua donde probablemente el aumento de los niveles 
circulantes de AVP no sería suficiente para compensar el manejo renal de agua en 
los túbulos colectores según avanza la edad. 
 
 En cuanto al sistema del NO, los resultados muestran cambios en la médula 
renal que dependen de la edad estudiada. En relación a los animales jóvenes durante 
la restricción controlada de agua, los mismos presentaron una disminución de la 
actividad de NOS medular que es acompañada por similares niveles proteicos de las 
3 isoformas de NOS en comparación con los animales controles. Estudios previos 
(Pierre-Yves Martin et al., 2002) han encontrado que la expresión diferencial de las 
isoformas de la NOS puede participar en la regulación de la reabsorción de agua 
luego de una restricción de pocos día de ingesta de la misma y la subsecuente 
hipovolemia. Considerando que el estrés por rozamiento constituye  uno de los 
principales estímulos de la expresión de la eNOS (Bevan y cols., 2011;  Slater S y cols., 
2012), los hallazgos del presente trabajo de tesis indicarían que estos animales 
tendrían una disminución del flujo sanguíneo medular. Es de destacar que, en la 
médula renal, el balance entre factores vasoconstrictores (angiotensina, endotelinas, 




entre otros) y vasodilatadores tales como el NO, modulan el flujo sanguíneo 
medular para una óptima concentración urinaria (Brezis y cols., 1991). Nuestros 
resultados indican que la reducida actividad de NOS se asocia con una mayor 
abundancia de AQP2 en ratas deshidratadas jóvenes. Esto está de acuerdo con los 
resultados obtenidos por García y colaboradores (Garcia y cols. 1996). Curiosamente, 
se ha demostrado que el aumento de la síntesis del NO induce la nitrosilación del 
factor de transcripción NFAT5, lo que disminuye la abundancia AQP2 (Küper y cols, 
2012). La actividad reducida de NOS en respuesta a la restricción de agua también 
podría conducir a una mayor abundancia AQP2 a través de este mecanismo. En 
resumen, en este trabajo se sugiere que el descenso de la producción medular de 
NO facilitaría un aumento de la inserción de los canales AQP2 en la membrana 
apical de las células tubulares aumentando la reabsorción de agua.  
Por otra parte, con respecto a los animales adultos sometidos a restricción 
controlada de agua durante el plazo de un mes, mostraron también una reducción 
en la actividad de NOS en la médula renal, pero en este caso fue mayor que la 
observada en los animales jóvenes. Esta menor actividad tampoco fue acompañada 
por  variaciones en los niveles proteicos de sus tres isoformas. A pesar que el 
aumento en la abundancia de AQP2 fue similar (22 y 28% en ratas jóvenes y adultas, 
respectivamente), la localización subcelular de este canal de agua se encuentra 
alterada, como se evidencia por los resultados obtenidos por microscopía 
electrónica. La mayor disminución en la actividad de NOS en ratas de edad 
avanzada trataría de compensar el tráfico reducido de AQP2. Una posible 
explicación sería que probablemente el avance de la edad asociado a alteraciones en 
los niveles plasmáticos de AVP, y otros mecanismos, entre ellos, el estrés oxidativo, 
podría alterar la producción de NO modificando de esta manera el tráfico de AQP2 
en la membrana celular. Al analizar un marcador de estrés oxidativo, se observó que 
la restricción de agua provocó un aumento en los niveles de TBARS solamente en 
animales adultos. Durante el envejecimiento, la acumulación gradual de daño 
oxidativo molecular irreversible, conduce a una menor funcionalidad y adaptabilidad 
al estrés (Yu et al, 2006). Nuestros resultados sugieren que el mayor daño oxidativo 
en los animales adultos podría ser un factor, al menos en parte, responsable de la 




menor actividad de NOS en la médula renal, actuando como un mecanismo 





























     Conclusión Final y Perspectivas






 9. CONCLUSIÓN FINAL  
 
Si bien es conocido que existe una estrecha relación entre la regulación de la 
función cardiovascular y renal durante un estado hipovolémico, el papel que 
desempeñan los múltiples mecanismos involucrados en esta regulación durante el 
proceso natural del envejecimiento, no han sido aun totalmente dilucidados.  La 
restricción de la ingesta de agua es un modelo experimental utilizado por diferentes 
investigadores para evaluar el desequilibrio homeostático que provoca la depleción 
de volumen. Debido a que el avance de la edad está asociado a numerosos cambios 
que pueden afectar la función cardiovascular y renal, entre otras, para mantener el 
equilibrio hidrosalino, se incluyó en este estudio distintos grupos etarios de 
animales. Los hallazgos obtenidos a lo largo del presente trabajo de tesis muestran 
que uno de estos mecanismos, el sistema del NO, participa como modulador de los 
parámetros hemodinámicos, de la funcionalidad cardíaca y del balance renal de agua 
ante un estado hipovolémico inducido por restricción controlada de agua a largo 
plazo,  según avanza la edad. 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo agregan evidencia que apoyan la 
hipótesis propuesta en esta tesis, y que a continuación se detallan: 
 
 El sistema del NO modula la actividad marcapaso cardíaca ante un estrés 
osmótico, reduciendo la actividad de NOS en la AD según avanza la edad. 
 El aumento del NO ventricular durante un estado de deshidratación grave, 
contribuye en el mantenimiento de la PA adaptando la función cardíaca en 
nuestro modelo experimental.  
 La regulación de la actividad de NOS cardíaca se debería principalmente a 
modificaciones en los reguladores negativos de la actividad enzimática como  
las caveolinas, y dicho efecto tendría mayor relevancia en los animales 
adultos.  




 La reducción del sistema del NO renal modifica la inserción diferencial de 
los canales de agua AQP2 en las células principales del túbulo colector 
dependiendo de la edad.  
 La regulación de la actividad de NOS medular se debería principalmente a 
modificaciones en los reguladores negativos de la actividad enzimática como 
las caveolinas, que tendría más relevancia en la adultez. 
 El descenso del NO medular induciría un aumento de los canales de agua 
AQP2 incrementando la inserción de los mismos en la membrana apical  de 
las células principales del túbulo colector en los animales jóvenes. 
 En los animales adultos, la disminución en la actividad del NO medular está 
asociada a un aumento de los canales de agua AQP2 en el citosol de las 
células principales del túbulo colector.  
 
En resumen, las evidencias presentadas en este trabajo permiten sugerir que 
el sistema del NO es un factor que participa en las alteraciones cardíaca y renal 
inducidas por estrés osmótico, según avanza la edad. Las presentes observaciones 
enfatizan el papel de este sistema en la regulación cardiovascular y renal durante un 
desequilibrio hidrosalino inducido por restricción de agua durante el proceso natural 
del envejecimiento. 
A continuación se esquematiza el comportamiento del sistema del NO en la 
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El mayor componente individual del cuerpo humano, el agua, es fundamental 
para la homeostasis celular y la vida en diferentes situaciones fisiológicas y 
fisiopatológicas. En este trabajo se ha pretendido investigar la importancia del NO 
en el sistema cardiovascular y renal en un modelo experimental de deshidratación 
severa. Se ha descripto que los efectos benéficos del NO podrían superar sus efectos 
tóxicos, mediados no por el NO “per se”, sino por especies químicas estrechamente 
relacionadas con él. En este contexto, esta investigación avanzará en el estudio de 
este sistema cuando se instaura una terapia de rehidratación oral con agua y con 
sales de hidratación, intentando buscar una aplicación terapéutica en el área 
biomédica para aquellos estados hipovolémicos donde el sistema del NO se vincula 
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